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Avec plus de 100 milliards de globules rouges produits chaque jour, le lignage érythroïde présente 
la plus grande capacité de production cellulaire chez le mammifère adulte. Cette production requiert 
une balance fine entre la prolifération cellulaire, régulée principalement par la voie de signalisation 
érythropoïétine (Epo)/PI3K/Akt, et la différenciation érythroïde induite par le couple de facteurs de 
transcription GATA-1/FOG-1. Des interconnexions entre ces deux grands systèmes ont été décrites 
dans le laboratoire : 1) le facteur de transcription GATA-1 est phosphorylé par Akt en réponse à l’Epo 
et cette phosphorylation semble avoir un rôle dans la différenciation érythroïde ; 2) GATA-1 est 
capable d’interagir avec la protéine du rétinoblastome pRb, impliquée dans la régulation du cycle 
cellulaire, et le complexe formé est nécessaire à l’érythropoïèse terminale. 
L'objectif de ma thèse était d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans la balance 
prolifération/différenciation cellulaire au cours de l’érythropoïèse, et en particulier de déterminer le 
rôle moléculaire et physiologique de la phosphorylation de GATA-1 par Akt en réponse à l’Epo. Nos 
travaux ont montré que cette phosphorylation est une des clefs de la dynamique de l’érythropoïèse. 
Dans sa forme non phosphorylée, GATA-1 ralentit le cycle cellulaire via le complexe GATA-1/pRb/E2F. 
Cette étape préliminaire est nécessaire à la mise en place de la différenciation érythroïde terminale. 
La phosphorylation de GATA-1 induit d’une part la dissociation de GATA-1/pRb/E2F favorisant 
l’expansion cellulaire, et d’autre part la formation du complexe GATA-1/FOG-1 nécessaire à 
l’activation des gènes érythroïdes. Ce modèle apporte une explication moléculaire au blocage de la 
différenciation érythroïde terminale induite par le mutant GATA-1V205G qui n’interagit pas avec FOG-
1. Ainsi, la phosphorylation constitutive de GATA-1V205G et l’augmentation de la quantité relative de 
FOG-1 permettent de restaurer la différenciation érythroïde induite par ce mutant in vitro. Enfin, 
l’étude d’un modèle murin exprimant une protéine GATA-1 non phosphorylable par Akt montre 
l’apparition d’une anémie létale lorsque la voie IGF-1 est inhibée. Cela démontre l’importance de la 
dynamique moléculaire induite par la phosphorylation de GATA-1, et met en évidence le rôle majeur 
de l’IGF-1 dans l’érythropoïèse in vivo. 
En conclusion, nous proposons un nouveau modèle moléculaire de la régulation de la balance 
prolifération/différenciation érythroïde dans lequel la phosphorylation de GATA-1 par Akt coordonne 
la distribution de GATA-1 dans deux complexes protéiques fonctionnels différents : GATA-1/pRb/E2F 
versus GATA-1/FOG-1. Nous mettons également en évidence l’IGF-1 comme acteur central de la 
compensation mise en place in vivo pour pallier à l’absence de phosphorylation de GATA-1. 
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With more than 100 billion red blood cells generated every day, the erythroid lineage has the 
largest output of cell production in adult mammals. This production requires a tight balance between 
cell proliferation, mainly controlled by erythropoietin (Epo)/PI3K/Akt signaling pathway, and 
erythroid differentiation induced by GATA-1 and FOG-1 transcription factors. Various links between 
these two processes have been previously demonstrated in the laboratory: 1) Epo-activated Akt 
directly phosphorylates GATA-1 transcription factors, and this phosphorylation seems to be involved 
in erythroid differentiation; 2) GATA-1 binds to the cell cycle regulator retinoblastoma protein (pRb), 
and the resulting complex is essential for terminal erythropoiesis. 
We investigated the molecular mechanisms involved in the cell proliferation/differentiation 
balance during terminal erythropoiesis; in particular, we studied the molecular and physiological role 
of Epo-induced GATA-1 phosphorylation. Our findings suggest that this phosphorylation is one of the 
key processes in erythropoiesis dynamics. In its unphosphorylated form, GATA-1 can break cell cycle 
progression via GATA-1/pRb/E2F complex. This preliminary step is necessary for terminal erythroid 
differentiation. GATA-1 phosphorylation promotes GATA-1/pRb/E2F dissociation, allowing cell cycle 
progression, and GATA-1/FOG-1 binding, necessary to activate erythroid genes. Our model provides a 
molecular explanation for the arrest of terminal erythroid differentiation observed in the non-FOG-1-
binding mutant GATA-1V205G. We show that the constitutive phosphorylation of GATA-1V205G and the 
increase of FOG-1 protein amount rescue erythroid differentiation in vitro. Finally, knock-in 
expression of unphosphorylatable GATA-1 in mice leads to lethal anemia when the IGF-1 signaling 
pathway is inhibited. This shows the importance of the molecular dynamics of GATA-1 
phosphorylation, and highlights the major role of IGF-1 in erythropoiesis, in vivo. 
In conclusion, we propose a new molecular model for the control of the balance between 
proliferation and erythroid differentiation. GATA-1 phosphorylation by Akt coordinates the 
involvement of GATA-1 in two different functional protein complexes: GATA-1/pRb/E2F and GATA-
1/FOG-1. We also highlight the major role of IGF-1 in compensating for the lack of GATA-1 
phosphorylation in vivo. 
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  1 
Préambule 
 
Le processus de différenciation cellulaire définit toutes les modifications morphologiques et 
moléculaires que subit une cellule immature pour devenir une cellule spécialisée. Un petit nombre 
de cellules souches permet de générer une grande quantité de cellules spécialisées. Ce phénomène 
nécessite une forte expansion et est donc étroitement couplé à la prolifération cellulaire. En effet, 
chaque lignage possède ses caractéristiques spécifiques, mais tout processus de maturation implique 
une balance fine et régulée entre prolifération et différenciation cellulaire. De manière simplifiée, la 
prolifération cellulaire est un processus commun à tous les types cellulaires et est contrôlée par les 
voies de signalisation et des protéines ubiquitaires, tandis que la différenciation est régulée par des 
facteurs de transcription spécifiques de chaque lignage. Cependant, l’équilibre entre ces deux 
processus n’est pas encore connu. La recherche des interconnexions entre les voies de signalisation 
ou les protéines ubiquitaires et les facteurs de transcription peut permettre de mieux comprendre 
les mécanismes moléculaires contrôlant la balance entre prolifération et différenciation cellulaire. 
Le système érythropoïétique constitue un modèle relativement simple et accessible pour l’étude 
de ces mécanismes. Ainsi, le laboratoire a montré d’une part que le facteur de transcription 
érythroïde GATA-1 interagit avec la protéine ubiquitaire pRb, régulateur du cycle cellulaire, pour 
inhiber la prolifération des progéniteurs érythroïdes ; d’autre part que GATA-1 est phosphorylé par 
Akt en réponse à la signalisation de l’érythropoïétine (Epo) et que cette phosphorylation semble 
avoir un effet sur la différenciation érythroïde. 
Dans cette perspective, l’objectif de mon travail de thèse était de définir le rôle moléculaire et 
physiologique de la phosphorylation de GATA-1 par Akt. Dans un premier temps, j’ai étudié le rôle 
moléculaire de cette phosphorylation dans des modèles in vitro, ce qui a permis de proposer un 
modèle d’équilibre moléculaire. J’ai ensuite appliqué cet équilibre moléculaire à un modèle de 
pathologie humaine pour tenter de restaurer la différenciation érythroïde in vitro. Enfin, j’ai appliqué 
cet équilibre moléculaire à un modèle physiologique en étudiant l’érythropoïèse de souris exprimant 
une protéine GATA-1 non phosphorylable. 
Afin de présenter et discuter au mieux mes résultats, je commencerai ce manuscrit par une 
introduction bibliographique qui se déroulera en trois parties. La première partie présentera 
l’érythropoïèse ainsi que les caractéristiques fonctionnelles du globule rouge. Dans la deuxième 
partie, je décrirai la régulation de l’érythropoïèse par les cytokines et les facteurs de transcription en 
me focalisant sur l’Epo et GATA-1. Enfin, la troisième partie sera consacrée à poser les questions qui 
seront abordées au cours de mon travail et à les replacer précisément dans leur contexte 
bibliographique. 
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I. L’érythropoïèse 
 
L’hématopoïèse définit l’ensemble des mécanismes assurant la production continue et régulée de 
toutes les cellules sanguines (Illustration 1). Située dans la moelle osseuse chez le mammifère adulte, 
c’est un processus de maturation extrêmement régulé où les cellules différenciées de chacune des 
lignées sanguines (érythroïde, mégacaryocytaire, granulomacrophagique et lymphocytaire) sont 
renouvelées en permanence à partir d’un même pool de cellules souches hématopoïétiques (CSH). 
Sous l’influence de facteurs stimulants, la CSH perd sa capacité d’auto-renouvellement et se 
différencie en deux types de progéniteurs multipotents : le CLP et le CMP, s’orientant ainsi 
respectivement vers le lignage lymphoïde ou le lignage myéloïde. Au fur et à mesure des divisions, 
ces progéniteurs vont devenir unipotents, c’est-à-dire qu’ils seront capables de générer un seul 
lignage. La différenciation en précurseurs les rendra identifiables morphologiquement. L’étape finale 
de différenciation donnera des cellules matures qui pourront alors exercer leurs fonctions en passant 
dans la circulation sanguine. 
 
 
Illustration 1 : Compartimentation et organisation hiérarchique de l’hématopoïèse adulte 
L’hématopoïèse est le processus de maturation permettant le renouvellement permanent de toutes les cellules sanguines à 
partir d’un pool de cellules souches hématopoïétiques (CSH). Elle a lieu dans la moelle osseuse et peut se diviser en quatre 
compartiments notés ici de 1) à 4). La CSH se différencie en deux types de progéniteurs multipotents : un progéniteur 
lymphoïde (CLP) et un progéniteur myéloïde (CMP). Ces deux progéniteurs vont perdre progressivement leur multipotence 
pour devenir des cellules matures. Les différents types de cellules matures issues de la lignée myéloïde sont indiqués. CSH : 
Cellule Souche Hématopoïétique ; CLP : Common Lymphoid Progenitor ; CMP : Common Myeloid Progenitor. 
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Parmi les différents lignages hématopoïétiques, l’érythropoïèse permet la formation des globules 
rouges ou érythrocytes. Leur fonction principale est d’assurer le transport de l’oxygène des poumons 
vers les autres tissus de l’organisme. Ils nécessitent un renouvellement permanent et une régulation 
fine et précise de leur production afin de maintenir l’homéostasie du système. La production de 
globules rouges représente le plus haut rendement du système hématopoïétique, avec un taux de 
production estimé à 200 milliards d’érythrocytes par jour. Pour assurer une telle production, les 
progéniteurs et précurseurs érythroïdes en cours de maturation possèdent encore un grand 
potentiel prolifératif. Cependant, ce potentiel diminue progressivement au cours de l’érythropoïèse. 
L’équilibre entre prolifération cellulaire et différenciation érythroïde est en effet finement régulé au 
cours de l’érythropoïèse.  
L’érythropoïèse est le processus de différenciation le plus simple à étudier. En effet, son efficacité 
est facilement observable puisqu’un défaut de ce processus conduit rapidement à une anémie. De 
plus, l’analyse de l’érythropoïèse ne nécessite pas de procédure invasive : les cellules matures sont 
facilement accessibles par un simple prélèvement sanguin. D’autre part, le système érythropoïétique 
est l’un des premiers systèmes mis en place au cours du développement, un impact important sur 
l’érythropoïèse entraîne alors une létalité embryonnaire chez la souris. Les modèles murins nous 
permettent d’ailleurs d’observer des phénotypes gène-spécifiques sous différentes conditions : les 
précurseurs érythroïdes du foie fœtal décrivent l’érythropoïèse embryonnaire et les précurseurs de 
la moelle et de la rate (médullaires et spléniques) illustrent l’érythropoïèse adulte. 
Afin de situer au mieux les résultats qui seront présentés plus loin, ce premier chapitre présentera 
dans un premier temps l’ontogénie de l’érythropoïèse murine. Il décrira ensuite les différentes 
étapes de l’érythropoïèse au niveau cellulaire. La troisième partie sera finalement consacrée à la 
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1. Siège de l’érythropoïèse murine 
1.1. Ontogénie 
Comme chez l’homme, le siège de l’érythropoïèse murine se déplace au cours du développement. 
Elle commence dans le sac vitellin puis se poursuit dans la région AGM (aorte – gonade – 
mésonéphros) qui entoure l’aorte dorsale de l’embryon, et le placenta. À partir du 10e jour de 
développement embryonnaire, le foie fœtal devient le siège principal de l’érythropoïèse. Enfin, à la 
naissance, l’érythropoïèse s’établit définitivement dans la moelle osseuse (pour revue : Orkin and 
Zon, 2008) (Illustration 2). 
  
 
Illustration 2 : Synopsis du développement érythropoïétique chez la souris (d’après Medvinsky et al., 2011) 
A. Schéma d’un embryon de souris à 11,5 jours de développement (E11.5) montrant la localisation des différents tissus 
érythropoïétiques. Région AGM : aorte – gonades – mésonéphros. B. Succession des différents sites de l’érythropoïèse au 
cours du développement embryonnaire murin. L’érythropoïèse primitive commence à 7,5 jours de développement dans les 
îlots sanguins du sac vitellin. Elle est remplacée par l’érythropoïèse définitive qui commence dans le foie et se poursuit dans 
la rate et la moelle osseuse. 
 
Chez la souris, la production des globules rouges peut se diviser en deux phases distinctes : 
l’érythropoïèse primitive et l’érythropoïèse définitive (McGrath and Palis, 2008). 
L’érythropoïèse primitive remplit les fonctions érythroïdes critiques pour la survie et la croissance 
de l’embryon dans les premiers stades de développement. Elle commence à 7.5 jours de 
développement, dans les îlots sanguins du sac vitellin, par la production de gros érythroblastes 
immatures qui commencent à circuler à 8.5 jours de développement. Ces érythroblastes primitifs 
maturent progressivement dans la circulation sanguine pour devenir, après énucléation entre E12.5 
et E17.5, des érythrocytes primitifs. Ces érythrocytes primitifs expriment les sept gènes de globines 
murins : ζ, α1, α2, єy, βH1, βmajeur et βmineur (Trimborn et al., 1999). L’érythropoïèse primitive est 
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progressivement remplacée au cours du développement par l’érythropoïèse définitive. Les deux 
types de cellules matures circulent simultanément dans l’embryon jusqu’aux stades tardifs du 
développement.  
L’érythropoïèse définitive commence dans le foie fœtal. Peu après la formation du foie (E9.5), il 
est colonisé par des précurseurs hématopoïétiques. Les premiers érythrocytes définitifs énucléés 
émergent du foie fœtal à 12.5 jours de développement. Durant les jours qui suivent, le nombre de 
cellules érythroïdes définitives augmente de manière exponentielle dans la circulation avec la 
croissance rapide et continue du fœtus. À partir du 15e jour de développement embryonnaire, 
l’érythropoïèse est progressivement déplacée dans la moelle osseuse. Le foie cesse d’être un organe 
érythropoïétique peu après la naissance. Les érythrocytes fœtaux sont environ deux fois plus gros et 
contiennent deux fois plus d’hémoglobine que leurs homologues adultes. Les érythrocytes définitifs 
n’expriment plus que les quatre gènes de globines suivants : α1, α2, βmajeur et βmineur (Trimborn 
et al., 1999). 
1.2.  L’érythropoïèse chez l’adulte 
Les globules rouges murins ont une durée de vie de 40 jours. Ils nécessitent un renouvellement 
permanent. Chez la souris adulte, ce renouvellement quotidien est assuré par l’érythropoïèse 
médullaire. Toutefois, à la différence de l’homme, la rate est également un organe érythropoïétique 
important. Dans les conditions physiologiques normales, la répartition des progéniteurs érythroïdes 
est de 90% dans la moelle osseuse et 10% dans la rate (Richmond et al., 2005). En cas d’hypoxie 
aiguë ou d’anémie sévère, l’érythropoïèse de stress se met en place dans la rate, qui devient alors un 
organe érythropoïétique majeur et peut augmenter jusqu’à 10 fois de volume pour répondre aux 
besoins. 
La description des progéniteurs érythroïdes et des mécanismes moléculaires régulant 
l’érythropoïèse sera effectuée dans les chapitres suivants de cette introduction. Cependant, 
l’érythropoïèse de stress implique des progéniteurs et des mécanismes de régulation spécifiques, 
différents de ceux de l’érythropoïèse médullaire. J’ai donc choisi d’inclure dans ce chapitre un 
paragraphe décrivant ce processus particulier. 
 
L’érythropoïèse de stress 
L’hypoxie tissulaire induite par une anémie aiguë ou au cours du développement conduit à 
l’activation d’une réponse physiologique destinée à augmenter la distribution d’oxygène aux tissus. 
Cette réponse impliquant le développement rapide de nouveaux érythrocytes est nommée 
« érythropoïèse de stress ». Chez la souris adulte, l’érythropoïèse de stress a lieu dans la rate et le 
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foie (Lenox et al., 2005, 2009). Elle implique une population de progéniteurs érythroïdes spécifiques 
différents des progéniteurs médullaires (Lenox et al., 2005). Ces progéniteurs érythroïdes de stress 
sont présents dans la rate à l’état quiescent. En réponse à un stress érythroïde aigu, ils sont capables 
de proliférer et de se différencier en érythroblastes en seulement 7 jours (14 jours pour les 
progéniteurs médullaires). 
L’érythropoïétine (Epo) joue un rôle important dans l’érythropoïèse de stress. Une hypoxie sévère 
entraîne une augmentation du taux d’Epo jusqu’à 1000 fois (Ebert and Bunn, 1999), permettant 
l’augmentation de la production érythrocytaire. La régulation de l’érythropoïèse de stress implique 
également d’autres facteurs comme le SCF (Stem Cell Factor) (Broudy et al., 1996) et les 
glucocorticoïdes (Bauer et al., 1999). Ces facteurs agissent en synergie avec l’Epo (voir § II.1.3.). Plus 
récemment, l’équipe de R. Paulson a mis en évidence la production de BMP4 (Bone Morphogenetic 
Protein 4) dans la rate en réponse à une anémie aiguë (Lenox et al., 2005). Le BMP4 agit en synergie 
avec le SCF et l’hypoxie pour induire l’expansion et la différenciation des progéniteurs de stress 
(Perry et al., 2007) qui deviennent alors sensibles à l’Epo et se différencient rapidement en 
érythroblastes. Ce phénomène conduit à la mobilisation quasi-complète des progéniteurs de stress 
de la rate. Des progéniteurs médullaires migrent alors vers la rate, et sous l’influence du signal 
Hedgehog dans le microenvironnement splénique, ils se développent en progéniteurs de stress 
sensibles au BMP4 (Perry et al., 2009). La population de progéniteurs produite par l’érythropoïèse de 
stress présente des marqueurs de surface à la fois immatures et matures. En effet, l’expansion in 
vitro de progéniteurs de stress spléniques par la synergie du BMP4, du SCF et de l’hypoxie conduit à 
une population de phénotype c-Kit+CD71+Ter119+ (Perry et al., 2007). De plus, Bauer et coll. ont 
identifié chez la souris l’augmentation d’une population de progéniteurs CD34+c-Kit+Ter119+ dans la 
rate après induction d’un stress érythroïde par la phénylhydrazine (Bauer et al., 1999). 
Une étude récente montre que l’érythropoïèse de stress peut aussi intervenir dans la correction 
d’une anémie chronique (Millot et al., 2010). En effet, un traitement par l’Epo entraîne une forte 
stimulation de la synthèse de BMP4 par les macrophages de la rate, une augmentation des 
progéniteurs de stress et une forte réponse érythropoïétique non retrouvée dans la moelle. 
L’érythropoïèse de stress a également lieu dans le foie fœtal au cours du développement 
embryonnaire (Porayette and Paulson, 2008). En effet, cette étude montre que le foie fœtal murin 
contient deux populations de progéniteurs érythroïdes : une population similaire aux progéniteurs 
médullaires de l’érythropoïèse physiologique, et une autre population présentant des 
caractéristiques des progéniteurs de stress spléniques. (pour revue : Paulson et al., 2011). 
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2. Description de l’érythropoïèse au niveau cellulaire 
 
L’érythropoïèse peut être schématiquement divisée en deux étapes selon le mode 
d’indentification des progéniteurs : l’érythropoïèse précoce et l’érythropoïèse terminale. Les 
progéniteurs précoces sont morphologiquement identiques, on les identifie alors grâce au type de 
colonies qu’ils génèrent dans des systèmes de culture in vitro. Par contre, les progéniteurs des stades 
terminaux sont identifiables par leur morphologie qui se modifie au cours de la différenciation. Une 
coloration au May-Grünwald-Giemsa (MGG) permet alors de les différencier. Les différents stades de 
l’érythropoïèse (précoces ou terminaux) peuvent également être mis en évidence en cytométrie de 
flux par certains marqueurs de surface spécifiques ou non de la lignée érythroïde et dont l’expression 
varie au cours de la maturation (Illustration 3). 
 
 
Illustration 3 : Les cellules de l’érythropoïèse et leurs caractéristiques 
L’érythropoïèse se divise schématiquement en deux étapes : l’érythropoïèse précoce et l’érythropoïèse terminale. Les 
différents stades de la différenciation érythroïde sont représentés. Les périodes d’expression de l’Epo-R (récepteur à 
l’érythropoïétine) et des marqueurs de surface que nous utiliserons sont indiqués. Les niveaux d’expression de ces 
protéines peuvent varier en fonction des stades. Les méthodes de caractérisation des différents stades de différenciation 
sont indiqués dans le tableau : les progéniteurs précoces sont identifiables fonctionnellement par culture in vitro, les 
progéniteurs terminaux sont identifiables morphologiquement par coloration MGG. Des marqueurs de surface permettent 
également de caractériser les différents progéniteurs. CMP : Common Myeloid Progenitor ; MEP : 
Megakaryocytic/Erythroid Progenitor ; BFU-e : Burst-Forming Unit-erythroid ; CFU-e : Colony-Forming Unit-erythroid ; Epo-
R : récepteur de l’érythropoïétine ; CD : Cluster of Differentiation ; c-Kit : récepteur du Stem Cell Factor; TfR1 : récepteur de 
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Au cours de l’érythropoïèse précoce, la cellule souche hématopoïétique restreint 
progressivement sa multipotence pour s’engager dans la voie érythroïde. Elle commence par 
s’engager dans la voie myéloïde pour devenir un progéniteur myéloïde commun ou CMP (Common 
Myeloid Progenitor), appelé aussi CFU-GEMM (Colony-Forming Unit – 
Granulocyte/Erythrocyte/Monocyte/Megakaryocyte). Ce progéniteur donne ensuite naissance au 
MEP (Megakaryocytic/Erythroid Progenitor), un progéniteur commun des voies érythroïde et 
mégacaryocytaire. Ce dernier s’engage alors définitivement vers la lignée érythroïde et devient BFU-e 
(Burst-Forming Unit – erythroid), puis CFU-e (Colony-Forming Unit – erythroid). Les BFU-e et CFU-e 
sont deux populations de progéniteurs distincts définies fonctionnellement par des études de 
clonogénicité : ces progéniteurs sont identifiés grâce au type de colonies qu’ils génèrent après 
culture in vitro en milieu semi-solide. 
Le BFU-e est le premier progéniteur irréversiblement engagé dans la voie érythroïde. Il se divise 
lentement et est dépendant du SCF (Stem Cell Factor) et d’autres facteurs de croissance 
hématopoïétiques comme l’interleukine-3 (IL-3) ou le GM-CSF (Granulocyte/Macrophage Colony-
Stimulating Factor) pour sa croissance et sa prolifération. In vitro, en milieu semi-solide, il donne de 
grosses colonies (bursts) contenant plus de 500 érythroblastes en 15 jours chez l’homme, et en 7-10 
jours chez la souris (Gregory and Eaves, 1977, 1978). Les BFU-e expriment peu de récepteurs à l’Epo 
à leur surface. 
Le descendant direct du BFU-e est le CFU-e. Contrairement aux BFU-e, les CFU-e se divisent 
rapidement et répondent fortement à l’Epo qui agit sur eux comme un facteur de survie 
indispensable. In vitro, les CFU-e forment des petites colonies de 8 à 100 érythroblastes en 7 jours 
chez l’homme, et en 2 jours chez la souris (Gregory and Eaves, 1977, 1978). 
Les CFU-e donnent alors naissance aux proérythroblastes qui vont maturer progressivement en 
érythrocytes au cours de l’érythropoïèse terminale. 
 
L’érythropoïèse terminale correspond en effet à l’ensemble des modifications morphologiques et 
fonctionnelles aboutissant à partir d’un proérythroblaste à la formation d’un globule rouge mature. 
C’est un processus finement régulé impliquant une rapide prolifération avant la sortie du cycle 
cellulaire. Toute la différenciation érythroïde terminale a lieu dans les îlots érythroblastiques, les 
niches spécialisées au sein de la cavité osseuse dans lesquelles les érythroblastes prolifèrent et se 
différencient autour d’un macrophage central (Chasis and Mohandas, 2008) (Illustration 4). 
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Illustration 4 : Schéma d’un îlot érythroblastique comprenant un macrophage central entouré d’érythroblastes à 
différents stades de différenciation (d’après Chasis and Mohandas, 2008). 
Les érythroblastes les plus précoces sont de larges cellules avec un noyau centré. Les érythroblastes les plus différenciés 
sont plus petits et leur noyau est adjacent à la membrane plasmique. Les noyaux expulsés sont phagocytés par le 
macrophage central et les jeunes réticulocytes multilobés se séparent du macrophage.  
 
Les proérythroblastes sont les premières cellules érythroïdes identifiables morphologiquement 
dans la moelle osseuse. Ils se différencient pour générer successivement des érythroblastes 
basophiles, polychromatophiles et acidophiles. Ces érythroblastes tirent leurs noms de la couleur 
qu’adopte leur cytoplasme après coloration en MGG. Celui-ci réagit aux différents colorants en 
fonction de sa composition acido-basique. Initialement basophile, il devient acidophile grâce à 
l’augmentation progressive de la quantité d’hémoglobine cellulaire. Parallèlement, la chromatine se 
condense, les organites tels que le réticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi sont peu à peu 
éliminés et la taille cellulaire diminue. 
Ces changements morphologiques sont accompagnés d’une modification de l’expression des 
marqueurs de surface. Les cellules perdent l’expression de c-Kit, marqueur des progéniteurs 
précoces, à partir du stade proérythroblaste. Elles acquièrent alors progressivement l’antigène 
Ter119, spécifique de la lignée érythroïde murine. Cet antigène a un spectre d’expression identique à 
celui de la Glycophorine A et est étroitement lié à celle-ci sur la membrane du globule rouge (Kina et 
al., 2000). Il est moyennement exprimé dans les proérythroblastes et érythroblastes basophiles, et 
fortement exprimé dans les derniers stades. 
A l’inverse, le récepteur à la Transferrine, CD71 ou TfR1, est fortement exprimé dans les 
progéniteurs précoces et son expression diminue au cours de la maturation érythroïde. Ce n’est 
qu’après la sortie du cycle cellulaire, au stade réticulocyte, que son expression est arrêtée. 
Ces deux marqueurs, CD71 et Ter119, peuvent être utilisés pour caractériser les différents stades 
terminaux de l’érythropoïèse, comme le montre l’illustration 5 (Socolovsky et al., 2001; Zhang et al., 
2003). D’autres équipes ont montré récemment que le CD44, dont l’expression diminue également 
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au cours de la maturation, peut être utilisé à la place du CD71 pour identifier les différentes 
populations (Chen et al., 2009). 
 
 
Illustration 5 : Mise en évidence des différents stades de l’érythropoïèse selon les marqueurs de surface Ter119 et CD71 
chez la souris (Zhang et al., 2003) 
A. Des cellules de foie fœtal à 14,5 jours de développement ont été triées en fonction de leur expression des marqueurs 
CD71 et Ter119 en cinq populations R1 à R5 comme le montre le diagramme de cytométrie. B. Chaque population a été 
caractérisée par des colorations MGG et Benzidine/Giemsa (colorant l’hémoglobine en jaune). R1 : BFU-e et CFU-e ; R2 : 
proérythroblastes ; R3 : érythroblastes basophiles ; R4 : érythroblastes polychromatophiles et acidophiles ; R5 : 
érythroblastes acidophiles et réticulocytes. Les flèches indiquent les réticulocytes énucléés. Échelle : 20µm. MGG : May-
Grünwald/Giemsa. 
  
La différenciation des proérythroblastes en érythroblastes acidophiles s’effectue en quatre 
mitoses successives. Un proérythroblaste produit alors 16 érythroblastes acidophiles. 
A la fin de ce processus, les érythroblastes acidophiles expulsent leur noyau. Ils deviennent alors 
des réticulocytes et entrent dans la circulation sanguine. En conditions physiologiques normales, le 
taux de réticulocytes circulants est de 2-3%. Ces cellules anucléées sont très riches en ARN et 
contiennent encore des ribosomes, des mitochondries et un peu de réticulum endoplasmique et 
d’appareil de Golgi. Leur contenu en ARN permet de les visualiser en microscopie en utilisant des 
colorants basiques (bleu de Crésyl, bleu de méthylène) ou en cytométrie de flux (Thiazole Orange). 
Deux à trois jours après l’énucléation, les réticulocytes se débarrassent des organelles restantes par 
autophagie et deviennent ainsi des érythrocytes matures capables d’exercer leur fonction de 
transporteurs de l’oxygène vers tous les tissus de l’organisme. 
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3. Le globule rouge : la cellule fonctionnelle 
 
Le globule rouge, également appelé hématie ou érythrocyte, est la cellule sanguine la plus 
abondante. Elle doit son nom à sa couleur rouge due à son contenu en hémoglobine qui représente 
le tiers de sa masse totale. Elle a la forme d'un disque biconcave. Son diamètre est de 8 μm environ 
(Illustration 6). Sa forme particulière lui permet d’une part, d'avoir une plus grande surface par 
rapport à son volume que la forme sphérique, ce qui favorise les échanges d'oxygène, et d’autre part, 
d'avoir une plus grande déformabilité que la forme sphérique qui est plus rigide. Ceci permet son 
passage dans la microcirculation.  A l'état normal, la forme et la taille des érythrocytes sont très 
homogènes et toute variation traduit une anomalie cellulaire. Les érythrocytes non conformes, ne 
pouvant se déformer pour passer dans les capillaires les plus fins et assurer leur fonction, sont 
éliminés par la rate. 
 
Illustration 6 : Le globule rouge 
Le globule rouge, également appelé hématie ou érythrocyte, a la forme d’un disque biconcave d’environ 8µm de diamètre. 
Il doit sa couleur rouge à son contenu en hémoglobine. 
 
Cette troisième partie détaillera les propriétés structurelles, métaboliques et fonctionnelles du 
globule rouge en suivant le déroulement de sa vie et son cheminement dans l’organisme. La vie du 
globule rouge débute dans la circulation sanguine, il est ensuite acheminé vers les poumons où il 
capte l’O2 pour le transporter vers les autres tissus de l’organisme. Il est finalement détruit par la rate 
après environ 120 jours de vie chez l’homme ; 40 jours chez la souris. Enfin, un dernier paragraphe 
présentera succinctement les différentes pathologies du globule rouge. 
 
3.1.  La circulation sanguine – propriétés intrinsèques du globule rouge 
Le globule rouge est unique parmi les cellules humaines : il est anucléé et ne contient aucun 
organite. La membrane plasmique, son unique composant structurel, assure ses différentes fonctions 
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mécaniques, antigéniques et de transport grâce à sa composition particulière qui sera détaillée dans 
un premier paragraphe. Un deuxième paragraphe présentera les propriétés caractéristiques 
permettant au globule rouge de résister aux aléas de la circulation sanguine. Enfin, le dernier 
paragraphe décrira rapidement le métabolisme érythrocytaire nécessaire à sa survie. 
 
3.1.1.  Composition et organisation de la membrane du globule rouge 
L’organisation structurelle de la membrane du globule rouge lui permet de subir des déformations 
réversibles dans la circulation sanguine tout en conservant l’intégrité de sa structure. Une importante 
caractéristique de ces déformations est qu’elles n’impliquent pas de changement significatif de la 
taille de la surface membranaire : une augmentation de la surface cellulaire de 3 à 4% conduit à la 
lyse cellulaire. Malgré cela, un globule rouge normal peut se déformer avec une extension linéaire 
pouvant aller jusqu’à 250%, ce qui démontre une grande élasticité de la structure membranaire.  
Ces propriétés inhabituelles sont dues à la structure composite de la membrane du globule rouge. 
Elle est en effet constituée d’une membrane plasmique reliée par des protéines transmembranaires 
à un réseau protéique élastique bidimensionnel, le squelette membranaire.  
 
La membrane plasmique 
La structure de la membrane plasmique est celle d'une membrane cellulaire classique : elle est 
constituée d'une bicouche lipidique où s'intercalent des protéines. La bicouche lipidique est 
composée en égales proportions de cholestérol et de phospholipides. Le cholestérol est distribué 
équitablement entre les deux couches, tandis que les phospholipides sont disposés de façon 
asymétrique.  
 
Les protéines transmembranaires 
Plus de 50 protéines transmembranaires ont été identifiées dans le globule rouge. Elles sont 
présentes en différentes quantités, allant de quelques centaines à un million de copies par cellule. 
Plus de la moitié d’entre elles portent les antigènes des différents groupes sanguins, comme 
notamment Band3, la glycophorine (GP) A, GPC, Rh, Rh-associated glycoprotein (RhAG), XK, Kell, 
Duffy, CD44, CD47, l’aquaporine 1 (AQP1), Lutheran (Lu) et ICAM-4 (intracellular adhesion molecule-
4) (Reid and Mohandas, 2004). 
Toutes ces protéines membranaires ont des fonctions diverses. Certaines assurent les échanges 
avec le milieu extérieur comme Band3 (échangeur Cl-/HCO3
-), l’aquaporine AQP-1 (transporteur 
d’eau), ou GLUT-1 (transporteur du glucose) (Liu et al., 2011). D’autres sont impliquées dans 
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l’adhésion cellule-cellule ou cellule-matrice extracellulaire comme ICAM-4, Lu, ou CD44. D’autres, 
comme la protéine Duffy, sont des récepteurs aux chimiokines (Chaudhuri et al., 1994). 
 
Le squelette membranaire 
Le squelette membranaire est formé d’un réseau de protéines qui tapissent la face interne de la 
membrane plasmique. Il est relié à la membrane plasmique par des interactions avec les domaines 
cytoplasmiques des protéines transmembranaires. Une interaction directe de plusieurs protéines du 
squelette avec des lipides membranaires permet des ancrages supplémentaires. Le cœur structural 
du réseau squelettique est formé par les filaments d’α-spectrine et de β-spectrine. Ces filaments sont 
reliés entre eux par un complexe jonctionnel constitué d’actine, de protéine 4.1R, de tropomyosine, 
de dématine, d’adducine et de tropomoduline (Mohandas and Gallagher, 2008). 
 
Les complexes membranaires 
Il existe deux complexes macromoléculaires majeurs importants pour l’intégrité structurelle de la 
membrane reliant la membrane plasmique au squelette membranaire : un basé sur l’ankyrine R, 
l’autre sur la protéine 4.1R. L’ankyrine R interagit d’une part avec les domaines cytoplasmiques de 
Band3 et RhAG, et d’autre part avec la spectrine, pour former le « complexe ankyrine R » (Bruce et 
al., 2003). Ce complexe macromoléculaire contient également la protéine 4.2, GPA, Rh, CD47 et 
ICAM-4. La protéine 4.1R s’associe avec GPC, p55, Duffy, XK et Rh pour former le « complexe 4.1R » 
au niveau du complexe jonctionnel (Salomao et al., 2008). Des études récentes ont montré que 4.2, 
Band3 et GLUT-1 sont aussi localisées au niveau du complexe jonctionnel : 4.2 via son interaction 
avec l’α-spectrine, Band3 via son interaction avec l’adducine, et GLUT-1 par interaction avec 
l’adducine et la dématine (Liu et al., 2011).  
Un modèle schématique représentant la composition et l’organisation des protéines de la 
membrane érythrocytaire est présenté en Illustration 7.  
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Illustration 7 : Modèle schématique de l’organisation de la membrane érythrocytaire (Liu et al., 2011) 
La membrane du globule rouge est constituée d’une membrane plasmique reliée par des protéines transmembranaires à un 
réseau protéique élastique bidimensionnel formé principalement de spectrine, le squelette membranaire. Deux complexes 
macromoléculaires majeurs relient la bicouche lipidique au squelette membranaire : le complexe Ankyrine R et le 
complexe 4.1R. La composition membranaire de ces complexes est représentée. 
 
 
3.1.2.  Propriétés constitutives de résistance du globule rouge 
En exerçant sa fonction de distributeur de l’oxygène aux tissus, le globule rouge subit des 
contraintes mécaniques continuellement au cours de sa vie sans être pour autant détérioré 
structurellement. Des études biophysiques étendues ont identifié trois caractéristiques constitutives 
du globule rouge comme étant les régulateurs majeurs de sa capacité à subir les déformations 
nécessaires : 1) la géométrie de la cellule, en particulier le ratio surface/volume cellulaire, 2) la 
viscosité cytoplasmique déterminée par la concentration intracellulaire en hémoglobine, 3) la 
déformabilité de la membrane. 
 
Géométrie cellulaire 
Le globule rouge biconcave normal possède un excédent de surface de 40% comparé à une 
sphère de même volume. Sans cet excédent, la cellule ne peut pas se déformer, car toute variation 
de l’état sphérique à volume constant implique une augmentation de la surface, que ne permettent 
pas les propriétés de la bicouche lipidique. Toute perte de surface par vésiculation, fragmentation 
cellulaire ou augmentation du volume cellulaire compromet la capacité de la cellule à se déformer et 
induit son élimination prématurée de la circulation. 
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Le maintien du volume cellulaire est assuré par divers transporteurs d’ions associés à la 
membrane. Le maintien de la surface membranaire est assuré par : 
- la stabilité du squelette membranaire : elle dépend de l’intensité de l’interaction entre les 
filaments de spectrine (Liu and Palek, 1980) et des interactions qui définissent le complexe 
jonctionnel (Marchesi et al., 1990) ; 
- une forte cohésion entre la bicouche et le squelette membranaire. Cette cohésion empêche 
la formation de vésicules, donc la perte de surface membranaire. Elle est assurée par le système de 
liaisons « verticales » décrit précédemment entre la bicouche lipidique et le squelette membranaire, 
notamment par les complexes « ankyrine R » et « 4.1R ». De plus, grâce à leurs interactions directes 
avec les protéines du squelette, les phosphatidyl-sérines (PS) et le PIP2 contenus dans la bicouche 
peuvent réguler la fonction mécanique de la membrane. En effet, des études ont montré que les PS 
se lient aux spectrines α et β (Manno et al., 2002), et que le PIP2 augmente l’interaction de la 
protéine 4.1R avec la β-spectrine (An et al., 2005). 
 
Viscosité cytoplasmique 
La capacité d’un globule rouge normal à changer rapidement sa forme en réponse aux contraintes 
d’écoulement de la circulation sanguine est gouvernée par la viscosité cytoplasmique. Celle-ci est 
déterminée par la concentration intracellulaire en hémoglobine. 
Chez l’homme, en moyenne, la concentration cellulaire en hémoglobine d’un globule rouge 
normal est de 33 g/dL, mais d’une cellule à l’autre, elle peut varier de 27 à 37 g/dL. La viscosité d’une 
solution d’hémoglobine augmente fortement à partir de 37 g/dL (Mohandas and Chasis, 1993). C’est 
pourquoi une augmentation de la concentration d’hémoglobine au dessus de 37 g/dL diminue 
fortement la vitesse de récupération de la forme initiale de la cellule après des déformations (Evans 
et al., 1984). Ainsi, une augmentation de la viscosité cytoplasmique compromettra la capacité de la 
cellule à s’accommoder rapidement aux étroits capillaires de la microcirculation, ainsi que son 
efficacité à distribuer l’oxygène aux tissus.  
La capacité du globule rouge à réguler sa concentration en hémoglobine dans des limites étroites, 
dépend de manière critique de sa capacité à contrôler son volume. Comme le volume du globule 
rouge est déterminé principalement par son contenu total en cation, les transporteurs ioniques 
jouent un rôle important dans la régulation de la viscosité cytoplasmique (Milanick and Hoffman, 
1986; Brugnara, 1997; Lew and Bookchin, 2005). 
 
Déformabilité membranaire 
Une caractéristique unique de la membrane du globule rouge est sa grande élasticité, qui lui 
permet de répondre rapidement aux contraintes de la circulation sanguine. Le réseau squelettique, 
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en particulier la spectrine, a un rôle critique dans l’élasticité membranaire. En effet, des études ont 
montré que l’interaction entre les filaments de spectrine alterne entre les états ouvert et fermé en 
fonction de la déformation membranaire (An et al., 2002). 
 
 
3.1.3.  Métabolisme et enzymes érythrocytaires 
Les besoins énergétiques du globule rouge sont faibles comparé à une cellule nucléée. Toutefois, 
l’absence d’organelles telles que la mitochondrie est palliée par tout un arsenal enzymatique chargé 
des besoins métaboliques du globule rouge. Ces systèmes enzymatiques participent à la survie et la 
fonction du globule rouge en fournissant l’énergie nécessaire pour maintenir l’intégrité de la 
membrane et donc sa forme biconcave, assurer les échanges membranaires avec le milieu extérieur, 
lutter contre les agents oxydants et assurer sa fonction de transporteur d’oxygène. 
L’énergie du globule rouge provient entièrement de la dégradation du glucose (Illustration 8). La 
principale voie de dégradation du glucose est la glycolyse anaérobie (voie d’Embden-Meyerhoff) qui 
dégrade 90% du glucose. Pour chaque molécule de glucose dégradée, elle génère 2 molécules d’ATP 
alors que la glycolyse aérobie en produit 36. L’ATP est indispensable pour le fonctionnement des 
pompes du globule rouge, notamment les pompes à sodium (Na/K-ATPase). La glycolyse anaérobie 
produit également du NADH qui est essentiel pour maintenir le taux de méthémoglobine à un faible 
niveau : il sert de donneur d’ions d’hydrogène pour la réduction de la méthémoglobine en 
hémoglobine (voir § I.3.2.). Les enzymes clés de la glycolyse sont l’hexokinase, la phospho-fructo-
kinase (PFK), la glycéraldéhyde-3-phospho-déshydrogénase (G3PDH) et la pyruvate-kinase. Le déficit 
de l'une de ces enzymes peut être responsable d'une anémie hémolytique héréditaire. 
La voie accessoire qui dégrade 10% du glucose est la voie des pentoses phosphates. Elle se 
branche sur la voie principale au niveau du glucose-6-phosphate (G6P). Elle assure, entre autres, la 
formation de NADPH qui permet de lutter contre les agents oxydants. La production de NADPH 
dépend de la première étape de la voie impliquant la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD). 
Un déficit de cette enzyme entraîne également une anémie hémolytique. 
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Illustration 8 : Le métabolisme du glucose 
L’énergie du globule rouge provient de la dégradation du glucose. Celle-ci est effectuée par deux voies : la glycolyse et la 
voie des pentoses. 
 
3.2.  Les poumons – fonction du globule rouge 
La fonction du globule rouge est de transporter l’oxygène, capté lors de la respiration, des 
poumons vers les autres tissus de l’organisme. Cette fonction est assurée par l’hémoglobine, le 
principal constituant du globule rouge. Elle représente en effet 30% de sa masse totale. 
L’hémoglobine est une protéine tétramérique formée de quatre chaînes de globine, chacune 
couplée à une molécule d'hème. 
 
Illustration 9 : La molécule d’hémoglobine 
L’hémoglobine est le principal constituant du globule rouge. Elle permet le transport de l’oxygène. L’hémoglobine est une 
protéine tétramérique constituée de quatre chaînes de globine, chacune couplée à une molécule d’hème. Chaque molécule 
d’hème contient un ion Fer qui permet la liaison à l’O2. 
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L’hème est une structure aromatique appelée porphyrine, constituée de 4 noyaux pyrrol, 
contenant en son centre un ion fer. Le fer établit six liaisons, quatre avec les atomes d’azote de la 
porphyrine, et deux avec les acides aminés de la globine. Il peut se trouver sous deux formes : le fer 
ferreux réduit (Fe2+) et le fer ferrique oxydé (Fe3+). L’hémoglobine contenant le Fe2+ est capable 
d’établir une liaison réversible avec l’O2 : elle est alors appelée « oxyhémoglobine ». Lorsque le fer est 
sous sa forme oxydée Fe3+, on parle de « méthémoglobine ». La méthémoglobine est incapable de 
transporter l’oxygène. Elle est formée naturellement dans la cellule mais nécessite un système de 
régulation pour maintenir son taux faible (1 à 2% de l’hémoglobine totale). Celui-ci est assuré par la 
méthémoglobine réductase à NADH. En l’absence de cette enzyme, il existe une voie accessoire 
utilisant la méthémoglobine réductase à NADPH. Ces deux enzymes assurent la re-transformation de 
la méthémoglobine inactive en hémoglobine apte au transport de l’O2. 
La globine est la partie protéique de l'hémoglobine. Chaque molécule d'hémoglobine est formée 
de quatre chaînes de globine. Chez l’homme, il existe différents types de globines, qui varient au 
cours du développement. Chez l’embryon, on trouve les globines α, є, ζ et γ qui forment différents 
tétramères d’hémoglobine : (ζ2є2), (ζ2γ2), (α2є2). Ceux-ci sont ensuite remplacés par l’hémoglobine 
fœtale, HbF, constituée de 2 chaînes α et 2 chaînes γ (α2γ2). Enfin, chez l’adulte, il existe deux types 
d’hémoglobine. L’hémoglobine majoritaire, HbA1, est constituée de 2 chaînes α et 2 chaînes β (α2β2) 
et représente plus de 95% de l’hémoglobine totale. L’HbA2 est composée de 2 chaînes α et 2 chaînes 
δ (α2δ2). Chez la souris, il n’existe pas d’hémoglobine fœtale, on passe directement des hémoglobines 
embryonnaires aux hémoglobines de type adulte HbAmaj et HbAmin. 
 
3.3.  La rate, le foie et la moelle osseuse – destruction des globules rouges ou 
érythrophagocytose 
La durée de vie moyenne des globules rouges est de 120 jours chez l’homme et 40 jours chez la 
souris. Ils sont ensuite détruits par des cellules phagocytaires : les macrophages. Ces macrophages 
sont stationnés dans les capillaires de la rate principalement, mais également dans le foie et la 
moelle osseuse.  
Arrivés au terme de leur vie, les érythrocytes sénescents sont porteurs d'anomalies de structure 
et de morphologie. La perte de l’élasticité membranaire les immobilise dans les capillaires et les 
exposent aux macrophages. Les phosphatidyl-sérines (PS) de la membrane plasmique, 
habituellement confinées sur la face interne, sont exposées sur la couche externe et reconnues par 
les macrophages. Cette perte d’asymétrie conduisant à l’exposition des PS est d’ailleurs supposée 
jouer un rôle dans la destruction prématurée des érythrocytes thalassémiques et drépanocytaires 
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(Kuypers et al., 1998; Yasin et al., 2003). Les macrophages reconnaissent également des clusters de 
Band3 sur la membrane (Low et al., 1985).  
L'hémolyse physiologique est intra-tissulaire donc extra-vasculaire : l’hémoglobine n'est donc pas 
libérée dans les vaisseaux sanguins. Lorsque les globules rouges sont phagocytés par les 
macrophages, la membrane est digérée et l’hémoglobine libérée est aussitôt dégradée par les 
enzymes du macrophage. Les acides aminés de la globine sont récupérés par l'organisme, le fer est 
stocké dans les macrophages, puis réutilisé, et le reste de l'hème (la porphyrine) est transformé en 
bilirubine. La bilirubine libre se lie à l'albumine, passe dans le sang, est transformée par le foie en 
bilirubine conjuguée puis éliminée sous forme de stercobilinogène. 
 
3.4. Pathologies du globule rouge 
Il existe deux types de pathologies affectant les globules rouges : les polyglobulies et les anémies. 
Les polyglobulies sont définies par un excès d’érythrocytes. Elles sont dues à une augmentation de la 
production d’érythrocytes due à une suractivation des voies de signalisation. Cette suractivation peut 
être de cause intrinsèque à la cellule comme dans la polyglobulie de Vaquez où elle est due dans la 
majorité des cas (>80%) à une mutation de la protéine JAK2 (JAK2-V617F) (James et al., 2005). On 
parle alors de polyglobulie primitive. Dans d’autres cas, la suractivation peut être due à une 
augmentation du taux d’Epo circulante qui va alors stimuler de façon aberrante la production 
érythrocytaire. On parle alors de polyglobulie secondaire. 
Les anémies sont caractérisées par un déficit en globules rouges. Ce chapitre détaillera les 
différents types d’anémies existants ainsi que leurs causes, après avoir présenté les principales 
constantes érythrocytaires.  
 
3.4.1. Constantes érythrocytaires 
Lors d’une numération sanguine, différents paramètres sont mesurés :  
- le Taux d’Hémoglobine : il définit la présence d’une anémie.  
- le Nombre d’érythrocytes,  
- l’Hématocrite : elle correspond au pourcentage relatif du volume des cellules circulant dans 
le sang par rapport au volume total de sang.  
Ces trois paramètres serviront ensuite à calculer les constantes suivantes : 
- Volume Globulaire Moyen (VGM) : il représente la taille des érythrocytes, et correspond au 
rapport Hématocrite / Nb d’érythrocytes. 
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- Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (CCMH) : c’est la concentration 
moyenne d’hémoglobine par érythrocyte. Elle est calculée par le rapport Taux d’Hb / 
Hématocrite. 
- Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (TCMH) : elle représente la quantité 
d’hémoglobine moyenne contenue dans un érythrocyte, et correspond au rapport Taux d’Hb 
/ Nb d’érythrocytes. 
Le taux de réticulocytes peut également être mesuré, il reflète la production nouvelle 
d’érythrocytes. 
 
3.4.2. Classification des anémies 
L’anémie est définie par une diminution du taux d’hémoglobine sanguin. Le taux d’hémoglobine 
minimal est de 13 g/dL chez l’homme, et 12 g/dL chez la femme. Chez la souris, il dépend du fond 
génétique et de l’âge des individus. 
Il existe différents types d’anémies ayant des causes multiples qui sont résumées dans 
l’illustration 10. Ces anémies peuvent être dues : 
-  à une production insuffisante d’érythrocytes : on parle alors d’anémie arégénérative. Dans 
ce cas, l’érythropoïèse est insuffisante et le taux de réticulocytes est inférieur à la normale (<2,5%) ; 
- à une perte ou une destruction accélérée des globules rouges : on parle alors d’anémie 
régénérative. Dans ce cas, l’érythropoïèse est efficace et stimulée par le stress érythroïde, le taux de 
réticulocytes est alors supérieur à la normale (>2,5%). 
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Illustration 10 : Classification des anémies 
L’anémie est définie par une diminution du taux d’hémoglobine sanguin en dessous de 13g/dL chez l’homme. Elle peut être 
due 1) à une perte ou une destruction accélérée des globules rouges, la production d’érythrocytes est normale, l’anémie est 
dite régénérative ; 2) à une production insuffisante de globules rouges, on parle alors d’anémie arégénérative. Les 
différents types d’anémie, leurs caractéristiques (en bleu) ainsi que leurs causes (en vert) sont résumés dans ce schéma. 
 
 
Nous nous intéresserons ici aux anémies régénératives, et plus particulièrement à celles causées 
par une hyperhémolyse. 
L’hyperhémolyse correspond à une augmentation de la lyse de globules rouges dont la durée de 
vie est alors raccourcie. L’érythropoïèse est alors accélérée pour permettre le renouvellement plus 
rapide des globules rouges. Une anémie apparaît si la demande est trop importante. 
L’hyperhémolyse est caractérisée par une augmentation des taux de Lactate Déshydrogénase (LDH), 
abondante dans les globules rouges, et de bilirubine, produit de la dégradation de l’hème. Elle peut 
être d’origine toxique (venin de serpent, intoxication au cuivre ou au plomb), d’origine infectieuse 
parasitaire (paludisme) ou bactérienne (septicémie), d’origine immunologique (maladie auto-
immune ou incompatibilité fœto-maternelle liée au facteur Rhésus) ou d’origine génétique. 
Plusieurs défauts génétiques peuvent induire une hyperhémolyse. Elle peut être due à un déficit 
enzymatique. Les déficits en Pyruvate Kinase ou en G6PD (Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase) 
sont les plus fréquents. Le déficit en Pyruvate Kinase est caractérisé par une échinocytose, un défaut 
morphologique de la membrane du globule rouge.  
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L’hyperhémolyse est également une caractéristique des hémoglobinopathies comme les 
thalassémies ou la drépanocytose dues à des mutations des gènes de globines.  
Des mutations des gènes codant pour des protéines de la membrane du globule rouge peuvent 
aussi induire une anémie hémolytique. Elle est alors associée à des anomalies morphologiques. C’est 
le cas, par exemple, de la sphérocytose héréditaire qui est caractérisée par la présence de globules 
rouges sphériques (sphérocytes) dans le sang. La forme sphérique observée est due à une perte de la 
surface membranaire causée par une mauvaise cohésion membranaire. Celle-ci s’explique par des 
déficiences de protéines membranaires comme Band3 ou RhAG, ou de protéines du squelette 
comme l’ankyrine, la protéine 4.2 ou la spectrine (Jarolim et al., 1996; Hassoun et al., 1997; Eber and 
Lux, 2004).  
Une étude plus récente a montré qu’une anémie hémolytique est associée à une pathologie 
neurologique causée par une mutation du transporteur de glucose GLUT-1 (Illustration 11). Cette 
anémie est caractérisée par la présence d’échinocytes, des globules rouges dont la membrane est 
crénelée. L’échinocytose serait due à l’augmentation de la perméabilité aux cations (Na+, K+, Ca2+) des 
érythrocytes causée spécifiquement par cette mutation de GLUT-1 (Weber et al., 2008). 
 
 
Illustration 11 : Une morphologie anormale des globules rouges : l’échinocytose (Weber et al., 2008) 
Une mutation du transporteur de glucose GLUT-1 entraîne une anémie hémolytique avec échinocytose. Les échinocytes 
sont des globules rouges morphologiquement anormaux dont la membrane est crénelée. A. Frottis sanguins d’un individu 
sain (control) et d’un patient porteur de la mutation (patient). L’échantillon du patient présente une grande quantité 
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II. Les facteurs moléculaires régulant l’érythropoïèse 
 
 
L’érythropoïèse est régulée par de nombreux facteurs moléculaires que l’on peut classer en deux 
groupes : 1) les cytokines, hormones et molécules de signalisation cellulaire, 2) les facteurs de 
transcription. 
 
Illustration 12 : Les facteurs moléculaires régulant l’érythropoïèse (adapté de Vicente et al., 2012) 
L’érythropoïèse est régulée par deux types de facteurs : 1) les cytokines, hormones et les molécules de signalisation, 2) les 
facteurs de transcription et les facteurs associés. Les principaux facteurs nécessaires aux différents stades de 
l’érythropoïèse sont indiqués. Les facteurs qui seront présentés en détail dans ce chapitre sont indiqués en rouge. 
 
De manière schématique, les molécules de signalisation sont exprimées de façon ubiquitaire et 
ont souvent été impliquées dans le contrôle de la survie et de la prolifération cellulaire. A l’inverse, 
les facteurs de transcription sont généralement spécifiques d’un lignage cellulaire et jouent un rôle 
dans les processus de différenciation. 
Aujourd’hui, plusieurs éléments suggèrent des interconnexions entre ces deux grands 
mécanismes. Certaines voies de signalisation semblent avoir un rôle dans la différenciation 
érythroïde. Le laboratoire a d’ailleurs mis en évidence un lien direct entre la signalisation 
Epo/PI3K/Akt et le facteur de transcription érythroïde GATA-1. 
Ce second chapitre s’articulera en deux parties. La première partie présentera les cytokines ou 
hormones et la signalisation cellulaire qui régulent l’érythropoïèse en détaillant plus particulièrement 
la voie Epo/PI3K/Akt. Un bref chapitre concernera le rôle de l’IGF-1. La seconde partie sera consacrée 
au facteur de transcription majeur de l’érythropoïèse GATA-1 et à ses cofacteurs. 
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1. Les cytokines, hormones et la signalisation intracellulaire 
 
L’efficacité de l’érythropoïèse dépend de la présence et de l’action coordonnée de nombreux 
facteurs de croissance assurant la survie, l’expansion et la maturation des progéniteurs érythroïdes. 
Parmi ces facteurs, on trouve des cytokines hématopoïétiques comme l’interleukine-1 (IL-1), l’IL-3, 
l’IL-4, l’IL-9, l’IL-11, le Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF), et la 
Thrombopoïétine (TPO). L’IL-3 agit, en synergie avec le GM-CSF, sur la prolifération des progéniteurs 
multipotents et des BFU-e. L’IL-9 et l’IL-11 permettent la prolifération des BFU-e mais également la 
maturation des CFU-e. La TPO, en conjugaison avec d’autres cytokines, permet d’augmenter la 
prolifération des progéniteurs érythroïdes (Birkmann et al., 1997). 
D’autres facteurs non hématopoïétiques comme l’Insuline et l’Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF-1) 
ont un rôle dans l’érythropoïèse. En effet, il a été montré que l’Insuline et/ou l’IGF-1 sont nécessaires 
au développement correct des CFU-e humaines in vitro (Sawada et al., 1989; Boyer et al., 1992), et 
qu’ils stimulent tous deux la prolifération des BFU-e tardives et CFU-e (Miyagawa et al., 2000). Le rôle 
de l’IGF-1 sera plus amplement détaillé dans le paragraphe II.1.4. 
De plus, les glucocorticoïdes, hormones lipophiles régulant divers processus physiologiques, 
semblent également jouer un rôle dans l’érythropoïèse. En effet, in vitro, ils permettent la formation 
de colonies érythroïdes murines (Golde et al., 1976) et augmentent la prolifération des cellules 
érythroïdes en présence de faibles quantités d’Epo (Udupa et al., 1986). De plus, une étude in vivo a 
montré que le récepteur aux glucocorticoïdes (Glucocorticoid Receptor – GR) est essentiel à 
l’expansion des progéniteurs érythroïdes immatures pendant l’érythropoïèse de stress induite par 
hémolyse ou hypoxie (Bauer et al., 1999). 
Il existe également des cytokines inhibant l’érythropoïèse telles que le Tumor Necrosis Factor α 
(TNFα) et l’interféron γ qui, libérés par les macrophages au cours de la réponse inflammatoire, ont 
une action négative sur la prolifération des CFU-e et des proérythroblastes. 
Cependant, les deux principales cytokines ayant un rôle essentiel dans l’érythropoïèse sont le 
Stem Cell Factor (SCF) et l’érythropoïétine (Epo).  
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Illustration 13 : Epo et SCF : les deux cytokines majeures de l’érythropoïèse (d’après Courtois et al., 2007) 
L’érythropoïèse est régulée principalement par le Stem Cell Factor (SCF) et l’érythropoïétine (Epo). Le SCF induit des signaux 
de survie et de prolifération permettant l’expansion des progéniteurs précoces. L’Epo agit dès le stade BFU-e pour stimuler 
la prolifération, la survie et la différenciation des progéniteurs érythroïdes. 
 
Le SCF est une cytokine hématopoïétique qui agit via son récepteur spécifique c-Kit pour induire 
des signaux de survie et retarder la différenciation permettant ainsi la prolifération et l’expansion des 
progéniteurs érythroïdes immatures (Muta et al., 1995). 
Le rôle de l’érythropoïétine dans l’érythropoïèse sera détaillé dans la suite de ce chapitre. 
 
1.1. L’érythropoïétine et son récepteur 
L’érythropoïétine (Epo) est le principal régulateur de l’érythropoïèse. Elle agit sur la survie, la 
prolifération et la différenciation des progéniteurs érythroïdes. C’est une glycoprotéine de 34kDa, 
purifiée pour la première fois en 1977 à partir d’urine de patients anémiques (Miyake et al., 1977). La 
plupart des facteurs de croissance hématopoïétiques sont produits constitutivement et agissent 
localement. L’Epo, en revanche, est l’un des deux facteurs de croissance hématopoïétiques, avec la 
thrombopoïétine, se comportant comme une hormone. Elle est en effet produite par le rein et agit 
sur les progéniteurs érythroïdes dans la moelle osseuse (Spivak, 2005). 
Au cours du développement embryonnaire, l’Epo est d’abord produite par le foie. Le rein prend 
progressivement le relais pour devenir, chez le mammifère adulte, le principal organe producteur 
d’Epo (Koury et al., 1988). La production d’Epo est régulée au niveau transcriptionnel par le taux 
d’oxygène fourni aux organes. En effet, l’hypoxie, via le facteur HIF1 (Hypoxia-inducible factor 1), est 
le seul régulateur physiologique de l’expression du gène de l’érythropoïétine. En cas d’hypoxie 
tissulaire, HIF1α entre dans le noyau, se dimérise avec HIF1β et transactive, entre autres, le gène de 
l’érythropoïétine (Jewell et al., 2001). L’augmentation de la production d’Epo permet alors 
l’augmentation de la production d’érythrocytes. La fin de l’hypoxie (normoxie, ou en cas 
d’hyperoxie), ou l’augmentation de la viscosité sanguine induit une diminution de la production 
d’Epo. Il n’existe pas de stockage de l’Epo. Une augmentation du taux d’Epo sérique représente 
30      INTRODUCTION 
l’entrée dans la circulation sanguine d’hormone nouvellement synthétisée. Comme beaucoup de 
facteurs de croissance hématopoïétiques, l’Epo est métabolisée par ses cellules cibles après liaison à 
son récepteur et internalisation. 
 
L’Epo agit sur ses cellules cibles via son récepteur spécifique : le récepteur à l’Epo (Epo-R). Ce 
dernier est exprimé dans les progéniteurs érythroïdes de la moelle osseuse, ainsi que dans plusieurs 
tissus non-hématopoïétiques comme les myocytes, les neurones corticaux et les épithéliums 
prostatiques, mammaires et ovariens (Richmond et al., 2005). Dans le lignage érythroïde, l’Epo-R est 
exprimé à la surface des progéniteurs dès le stade BFU-e mature. Son expression augmente au cours 
de la différenciation, elle est maximale aux stades CFU-e et proérythroblaste puis diminue et 
disparaît au stade érythroblaste polychromatophile (Spivak, 2005). 
Le récepteur à l’Epo appartient à la famille des récepteurs aux cytokines de classe I (Mayeux et al., 
1990). Ces récepteurs possèdent un domaine transmembranaire unique et un domaine 
cytoplasmique dépourvu d’activité tyrosine kinase intrinsèque. Celle-ci est assurée par la protéine 
Janus Kinase 2 (JAK2), associée de manière constitutive au domaine intracellulaire du récepteur. Le 
domaine cytoplasmique contient 8 résidus Tyrosine. 
L’Epo-R existe à l’état dimérisé à la surface des cellules. La fixation de l’Epo sur son récepteur 
entraîne un changement conformationnel conduisant à l’activation des protéines JAK2 par trans-
phosphorylation. Les protéines JAK2 ainsi activées vont phosphoryler les tyrosines du domaine 
intracellulaire de l’Epo-R qui serviront alors d’ancrage à plusieurs protéines à domaine SH2 (Src 
homology 2) telles que STAT5a/b, SHP1, SHP2, SHIP, la sous-unité régulatrice p85α de la PI3K, Grb2, 
la tyrosine kinase Lyn, ainsi que les régulateurs négatifs de la signalisation SOCS (Suppressor of 
Cytokine Signaling). Ces protéines seront à leur tour activées par phosphorylation, entraînant 
l’activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaire, notamment les voies STAT5, Ras/MAPK, 
et PI3K/Akt. 
 
Le couple Epo/Epo-R joue un rôle essentiel dans l’érythropoïèse. En effet, des souris invalidées 
pour le gène de l’Epo (Epo-/-) ou de l’Epo-R (Epo-R-/-) présentent une érythropoïèse primitive réduite 
et meurent à 13 jours de développement embryonnaire (E13) d’une sévère anémie. L’Epo et l’Epo-R 
sont donc indispensables à l’érythropoïèse définitive. Les foies fœtaux de ces souris contiennent des 
BFU-e et CFU-e. L’Epo et l’Epo-R ne sont donc pas essentiels à l’engagement dans la lignée érythroïde 
ni à la prolifération et la différenciation des progéniteurs précoces. Ils sont par contre nécessaires à la 
prolifération et la survie des CFU-e ainsi qu’à leur différenciation terminale (Wu et al., 1995b). 
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1.2. Les voies de signalisation activées par le couple Epo/Epo-R 
1.2.1. Description générale 
 
Dans le lignage érythroïde, le couple Epo/Epo-R induit la survie, la prolifération et la 
différenciation des progéniteurs par l’activation d’un certain nombre de voies de signalisation telles 
que la PLCγ, PI3K/Akt, Src/Lyn, Grb2/Ras/MAPK, JAK2/STAT5. Ces différentes voies de signalisation 
sont résumées dans l’illustration 14. 
 
 
Illustration 14 : Principales voies de signalisation activées par le couple Epo/Epo-R 
Le couple Epo/Epo-R induit la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire via diverses voies de signalisation. La 
fixation de l’Epo sur son récepteur Epo-R conduit à la phosphorylation (ovale vert) des protéines JAK2 qui elles-mêmes 
phosphorylent les 8 résidus Tyrosine (Y) du récepteur. Ceci permet alors l’activation des différentes voies de signalisation 
comme les voies JAK2/STAT (cadre en noir), Ras/MAPK (cadre rose) ou PI3K/Akt (cadre vert). 
 
 
Dans ce travail, nous nous focaliserons plus particulièrement sur le rôle de la voie PI3K/Akt. 
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1.2.2. La voie PI3K / Akt 
Il existe trois classes différentes de Phosphatidylinositol 3-Kinases (PI3K). Jusqu’à présent, seules 
les isoformes de classe I ont été impliquées dans l’hématopoïèse. Les PI3K de classe IB étant 
uniquement exprimées dans les leucocytes (Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999), nous nous 
intéresserons ici aux PI3-Kinases de classe IA. 
Les PI3K de classe IA sont constituées d’une sous-unité régulatrice (p85) et d’une sous-unité 
catalytique (p110). Dans les progéniteurs érythroïdes stimulés par l’Epo, elles peuvent être activées 
par trois voies alternatives indépendantes : 1) par l’association directe de la sous-unité p85α sur la 
Tyrosine 479 phosphorylée de l’Epo-R, 2) par le recrutement et la phosphorylation de la protéine Gab 
via les Tyr343 ou Tyr401 de l’Epo-R, 3) par la phosphorylation de la protéine adaptatrice IRS-2 (Insulin 
Receptor Substrate-2) (Bouscary et al., 2003). Quel que soit le mécanisme, l’activation de la PI3K est 
essentielle pour l’érythropoïèse puisque des souris qui n’expriment pas la p85α présentent une 
érythropoïèse réduite avec une diminution du nombre de BFU-e et CFU-e (Huddleston et al., 2003). 
L’activation de la PI3K transforme le PIP2 en PIP3 qui permet le recrutement à la membrane et la 
phosphorylation de la Sérine/Thréonine kinase Akt (ou PKB pour Protein Kinase B). Le recrutement 
s’effectue via PDK1 (3-Phosphoinositides-Dependant Kinase 1) qui colocalise avec Akt à la membrane 
plasmique via son domaine PH (Pleckstrin Homology domain), tandis que le PIP3 est nécessaire à 
l’exposition des sites de phosphorylation. Akt est alors phosphorylé sur la Thr308 et la Ser473. Ainsi 
activé, il est ensuite transloqué vers le cytoplasme puis vers le noyau. Akt va alors phosphoryler à son 
tour ses différentes cibles de manière à les activer ou au contraire les inhiber (Thompson and 
Thompson, 2004). 
 
La voie PI3K/Akt est impliquée dans plusieurs processus indispensables à la cellule comme la 
régulation de la prolifération, la survie, le métabolisme, la réorganisation du cytosquelette ou le 
trafic membranaire. De nombreuses études ont montré que sa dérégulation est impliquée dans une 
grande variété de cancers, notamment des leucémies (Ringshausen et al., 2002; Kubota et al., 2004; 
Silva et al., 2008). Les composants de cette voie sont d’ailleurs considérés comme des cibles 
thérapeutiques prometteuses contre les leucémies (Martelli et al., 2006; Polak and Buitenhuis, 2012). 
Dans le lignage érythroïde, elle a été montrée comme impliquée dans la survie et la prolifération 
cellulaire, mais également dans la différenciation érythroïde. 
 
Survie 
Plusieurs études montrent l’importance de la voie PI3K/Akt dans la survie des cellules érythroïdes. 
Une étude de Haseyama et al. montre que le LY294002, inhibiteur de la PI3K, induit l’apoptose des 
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CFU-e humaines, suggérant un rôle anti-apoptotique de la PI3K (Haseyama et al., 1999). Une autre 
étude faite sur des progéniteurs érythroïdes précoces humains montre que l’effet positif de l’Epo sur 
la survie des cellules est totalement bloqué par le LY294002 (Myklebust et al., 2002). L’effet de la 
voie PI3K/Akt sur la survie cellulaire s’exerce par plusieurs mécanismes complémentaires. 
D’une part, Akt permet la survie cellulaire en phosphorylant directement des régulateurs de 
l’apoptose, comme par exemple la protéine pro-apoptotique Bad. Bad est une protéine de la famille 
Bcl-2, contenant un domaine BH-3 (Bcl-2 Homology Domain 3). Ce domaine permet l’activation 
d’autres protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 telles que Bax ou Bak. Akt phosphoryle Bad 
sur la Ser136. Cette phosphorylation entraîne la séquestration cytoplasmique de Bad par les 
protéines 14-3-3, empêchant ainsi son interaction à la membrane mitochondriale avec les protéines 
Bcl-2 ou Bcl-XL. Il en résulte une inhibition de l’apoptose (Zha et al., 1996; Datta et al., 1997; 
Thompson and Thompson, 2004). Akt phosphoryle également la protéine Mdm2. Mdm2 est une 
ubiquitine ligase E3 permettant l’ubiquitination et la dégradation par le protéasome du suppresseur 
de tumeur p53. Cette phosphorylation permet la translocation vers le noyau et l’activation de Mdm2, 
assurant ainsi la down-régulation de p53, empêchant les arrêts du cycle (checkpoints) p53-
dépendants et inhibant l’apoptose (Zhou and Hung, 2002). D’autre part, Akt permet également la 
survie cellulaire en régulant positivement ou négativement l’activité de différents facteurs de 
transcription. En effet, les facteurs NF-kB ou CREB, par exemple,  sont activés par la voie PI3K/Akt, 
conduisant ainsi à l’augmentation de la transcription de gènes anti-apoptotiques comme cIAP1, 
cIAP2, Bcl-2 ou mcl-1 (Nicholson and Anderson, 2002).  
Une autre cible d’Akt est le facteur de transcription FoxO3A (Forkhead box O3A) ou FKHR-L1. 
FoxO3A a un rôle pro-apoptotique. Il active en effet la transcription de gènes pro-apoptotiques tels 
que Bim et FasL (Brunet et al., 1999; Dijkers et al., 2000a), mais également l’inhibiteur du cycle 
cellulaire p27KIP1(Dijkers et al., 2000b), ou le facteur anti-prolifératif BTG1 (B cell Translocation Gene 
1) (Bakker et al., 2004). Tous les membres de la famille FoxO possèdent trois sites de phosphorylation 
par Akt. La phosphorylation de FoxO3A par Akt modifie sa localisation intra-cellulaire. En l’absence 
d’Akt activé, FoxO3A est principalement localisé dans le noyau, où il exerce son activité 
transcriptionnelle. L’activation de la voie PI3K/Akt induit son export du noyau. En effet, les protéines 
FoxO3A phosphorylées dans le noyau interagissent spécifiquement avec les protéines 14-3-3 qui 
servent alors de molécules chaperonnes pour les escorter hors du noyau. Une fois dans le 
cytoplasme, les protéines FoxO3A sont alors dégradées par la voie ubiquitine-protéasome (Plas and 
Thompson, 2003; Van Der Heide et al., 2004). La phosphorylation de FoxO3A par la voie PI3K/Akt en 
réponse à l’Epo, et son rôle anti-apoptotique a été montrée dans la lignée érythroleucémique UT-
7/Epo ainsi que dans des progéniteurs érythroïdes primaires humains CD34+ (Kashii et al., 2000; 
Uddin et al., 2000). FoxO3A semble d’ailleurs jouer un rôle important au cours de l’érythropoïèse car 
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des souris déficientes pour ce gène (Foxo3a-/-) présentent une anémie associée à un nombre élevé de 
réticulocytes (réticulocytose) (Castrillon et al., 2003). 
 
Une autre cible d’Akt est la Sérine/Thréonine kinase Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK-3). La GSK-
3 est impliquée dans de nombreux processus cellulaires et joue notamment un rôle important dans 
le métabolisme en inactivant par phosphorylation la glycogène synthase, et dans le cycle cellulaire en 
induisant la dégradation de la cycline D1. L’activité de la GSK-3 semble être régulée par Akt. En effet, 
une étude de Cross et al. a montré qu’en réponse à l’insuline, la voie PI3K/Akt phosphoryle la GSK-3, 
réduisant ainsi son activité (Cross et al., 1995). Par ailleurs, une étude de Somervaille et al. a montré 
que la GSK-3 semblait impliquée dans l’apoptose des progéniteurs érythroïdes humains CD34+ 
induite en absence de facteurs de croissance. Cette étude montre également que l’Epo inhibe la GSK-
3, permettant la survie des progéniteurs, et que cet effet passe par la voie PI3K/Akt puisqu’il est 
inhibé par le LY294002 (Somervaille et al., 2001). 
 
Prolifération – cycle cellulaire 
La voie PI3K/Akt a également un rôle crucial dans la prolifération et le contrôle du cycle cellulaire 
dans le lignage érythroïde. L’effet prolifératif induit par l’Epo sur les progéniteurs érythroïdes 
précoces est complètement bloqué par l’inhibiteur de la PI3K, LY294002, qui induit un arrêt du cycle 
en G0/G1 (Myklebust et al., 2002). Différentes études ont identifié plusieurs acteurs du cycle 
cellulaire comme étant PI3K-dépendants (Illustration 15). 
 
 
Illustration 15 : Schéma simplifié du cycle cellulaire (d'après Meijer, 2003) 
Certains acteurs du cycle cellulaire (indiqués en rouge) ont été identifiés comme étant PI3K-dépendants dans les 
progéniteurs érythroïdes. 
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Il a été montré que la stimulation par l’Epo induit une augmentation de la quantité de cyclines D1 
et D3 dans les progéniteurs érythroïdes humains, et que cet effet est médié par la PI3K puisqu’il est 
annulé par le LY294002 (Bouscary et al., 2003). De la même manière, une étude plus récente montre 
que l’Epo induit la progression du cycle cellulaire via l’augmentation de l’expression des cyclines D3, 
E et A dans les progéniteurs humains CD34+, de façon PI3K-dépendante (Sivertsen et al., 2006).  
En réponse à l’Epo, la PI3K stimule également la prolifération des progéniteurs érythroïdes en 
permettant la dégradation par le protéasome de p27Kip1 (un inhibiteur des Cyclin-Dependant-Kinase – 
CDK) grâce au complexe ubiquitine E3 ligase SCF-Skp2. En effet, dans ces cellules, l’Epo induit une 
augmentation de SCF-Skp2 et une diminution de p27Kip1, et cet effet est annulé par le LY294002 
(Bouscary et al., 2003). 
 
Différenciation érythroïde 
En plus de son rôle dans la survie et la prolifération des progéniteurs érythroïdes, plusieurs études 
ont montré un effet de la PI3K sur la différenciation érythroïde terminale. 
En effet, une étude a montré que la présence de LY294002 (inhibiteur de la PI3K) bloquait 
l’apparition de la Glycophorine A (GPA), marqueur de la différenciation érythroïde terminale, à la 
surface des cellules CD34+ humaines cultivées en présence d’Epo et de SCF, suggérant un rôle de la 
PI3K dans la maturation des progéniteurs érythroïdes (Myklebust et al., 2002). De plus, l’expression 
d’une protéine Akt constitutivement active permet de restaurer la différenciation érythroïde de 
cellules de foie fœtal JAK2-/-, ainsi que celle de cellules de foie fœtal sauvage en absence d’Epo 
(Ghaffari et al., 2006). Cette étude montre que l’induction de la différenciation érythroïde par Akt 
n’est pas seulement due à une augmentation de la prolifération puisque celle-ci n’était pas 
accompagnée d’une augmentation du nombre de cellules. De plus, l’inhibition de l’expression d’Akt 
dans ces mêmes cellules par shRNA entraîne une diminution significative de l’expression de gènes 
érythroïdes (β-globin et Alas2). La voie Epo/JAK2/PI3K/Akt a donc bien un effet sur la différenciation 
érythroïde. 
D’autre part, deux études, dont une du laboratoire (Kadri et al., 2005; Zhao et al., 2006), ont 
montré qu’en réponse à la signalisation Epo, Akt phosphoryle directement le facteur de transcription 
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1.3. Coopérations de l’Epo-R avec d’autres récepteurs 
Le récepteur au Stem Cell Factor : c-Kit 
L’Epo et le SCF sont tous deux nécessaires à une érythropoïèse normale. Bien que le SCF permette 
la croissance et la survie des progéniteurs érythroïdes, son effet est largement amplifié par la 
présence d’Epo. De la même manière, l’Epo seule est capable d’induire la formation de colonies 
érythroïdes à partir de progéniteurs in vitro, cependant la présence de SCF dans le milieu augmente 
fortement le nombre de colonies formées (McNiece et al., 1991; Muta et al., 1994). Ces éléments 
indiquent que l’Epo et le SCF agissent en synergie, suggérant l’existence d’une coopération entre 
leurs deux récepteurs Epo-R et c-Kit. Plusieurs études ont d’ailleurs montré cette coopération. 
En effet, une étude effectuée dans les cellules HCD57, une lignée érythro-leucémique dépendante 
de l’Epo et exprimant un fort taux de c-Kit, montre que la stimulation du récepteur c-Kit par le SCF 
active l’Epo-R en phosphorylant les tyrosines de son domaine intracellulaire. Le SCF est d’ailleurs 
capable de remplacer l’Epo pour la croissance et la survie de ces cellules. Une analyse biochimique de 
ces cellules montre d’ailleurs qu’il existe une interaction physique entre les deux récepteurs c-Kit et 
Epo-R via le domaine box2 cytoplasmique de l’Epo-R. Les auteurs suggèrent que c-Kit active l’Epo-R 
par phosphorylation des tyrosines pour induire davantage de prolifération et de maturation des 
progéniteurs érythroïdes (Wu et al., 1995a). Les mêmes auteurs ont ensuite montré que des 
progéniteurs érythroïdes issus de foie fœtaux murins Epo-R-/- et infectés in vitro par un rétrovirus 
exprimant la forme sauvage de l’Epo-R, nécessitent une co-stimulation Epo + SCF pour la formation 
de colonies CFU-e. Une interaction entre c-Kit et Epo-R est donc nécessaire aux alentours du stade 
CFU-e pour la différenciation érythroïde (Wu et al., 1997). A l’inverse, il a été montré que dans la 
lignée UT-7/Epo, lignée érythro-mégacaryoblastique strictement dépendante de l’Epo, l’Epo induit la 
dimérisation et la phosphorylation sur tyrosine du récepteur c-Kit (Broudy et al., 1998). Chacun des 
deux récepteurs, stimulé par son ligand, est donc capable d’induire l’activation de l’autre récepteur 
par dimérisation et/ou phosphorylation des tyrosines. Cependant, la phosphorylation de l’Epo-R par 
c-Kit n’est pas suffisante pour la transduction du signal via l’Epo-R ni pour la prolifération de 
progéniteurs érythroïdes humains. Toutefois, le SCF et l’Epo activent de façon synergique la voie des 
MAP-Kinases (MAPK, ERK1/2), ce qui expliquerait l’effet synergique de ces deux facteurs sur la 
prolifération (Sui et al., 1998). Une étude de Tan et al. a montré l’importance de la kinase Src dans la 
coopération c-Kit/Epo-R. En effet, l’expression d’un récepteur c-Kit muté sur les Tyrosines 567 et 569 
(sites de liaison de Src) ne permet pas la coopération avec l’Epo-R, et ceci est associé à une 
diminution de la phosphorylation de l’Epo-R. De plus, la restauration uniquement des sites de liaison 
à Src (Tyr567 et Tyr569) dans un récepteur c-Kit déficient pour tous les sites de liaison critiques à la 
signalisation permet de restaurer la synergie c-Kit/Epo-R (Tan et al., 2003). D’autre part, l’effet 
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synergique de c-Kit et Epo-R semble également passer par la PI3K puisque l’inhibiteur LY294002 
supprime l’augmentation de l’érythropoïèse induite par l’action combinée du SCF et de l’Epo 
(Myklebust et al., 2002). 
En plus des mécanismes présentés jusqu’ici, un autre mode de coopération par lequel c-Kit et 
Epo-R augmentent la prolifération et la survie des proérythroblastes a été décrit. Une étude de 
Kapur&Zhang montre que, dans les cellules G1E-ER2, une lignée de progéniteurs érythroïdes murins, 
le SCF permet l’augmentation de l’expression de l’Epo-R et de STAT5.  Ils suggèrent que l’activation 
de c-Kit par le SCF est nécessaire à l’expression de l’Epo-R et de STAT5, permettant ainsi leur 
activation optimale par l’Epo, suivie de l’induction de Bcl-XL et de l’augmentation de la survie de ces 
cellules (Kapur and Zhang, 2001). Cette théorie est également supportée par une précédente étude 
montrant que dans la lignée leucémique humaine HML/SE, la stimulation par le SCF induit une 
augmentation de l’ARNm de l’Epo-R. Les auteurs montrent que le SCF, cytokine précoce de 
l’hématopoïèse, induit l’expression du récepteur à l’Epo, cytokine lignage-spécifique, et permet 
également l’acquisition de la sensibilité à l’Epo des cellules (Sato et al., 1998). Par ailleurs, Sivertsen 
et al. ont montré que la signalisation Epo/PI3K/Akt induisait une augmentation de l’expression de c-
Kit, au niveau ARNm et protéine, dans les progéniteurs érythroïdes précoces humains (Sivertsen et 
al., 2006). Les deux récepteurs c-Kit et Epo-R sont donc capables d’induire mutuellement leur 
expression via leurs voies de signalisation respectives. 
 
Illustration 16 : Mécanismes de coopération entre c-Kit et Epo-R (adapté de Arcasoy and Jiang, 2005) 
Les récepteurs c-Kit et Epo-R coopèrent par différents mécanismes pour assurer la survie et la prolifération des 
progéniteurs érythroïdes. C-Kit et Epo-R s’activent mutuellement par phosphorylation des tyrosines et/ou dimérisation, ils 
agissent en synergie pour activer des voies de signalisation communes, et chaque récepteur est capable d’induire 
l’expression de l’autre via les voies de signalisation. 
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Le récepteur aux glucocorticoïdes : GR 
Au cours de l’érythropoïèse, c-Kit et Epo-R coopèrent également avec un autre récepteur : le 
récepteur aux glucocorticoïdes (GR). Dans les progéniteurs érythroïdes humains, le récepteur aux 
glucocorticoïdes (GR) coopère avec l’Epo-R activé et c-Kit pour induire la prolifération et retarder la 
différenciation (Von Lindern et al., 1999). En effet, l’addition de dexamethasone, une hormone 
glucocorticoïde de synthèse, au milieu contenant de l’Epo et du SCF permet le maintien à long-terme 
de la prolifération des progéniteurs érythroïdes humains issus de sang de cordon, de moelle ou de 
sang périphérique. Elle induit une amplification d’environ 105 à 106 fois des cellules érythroïdes en 
culture liquide. La dexamethasone coopère avec l’Epo et le SCF pour maintenir la capacité des 
progéniteurs à former des colonies in vitro tout en retardant leur différenciation (Von Lindern et al., 
1999). In vivo, il semble que l’Epo, le SCF et les glucocorticoïdes coopèrent pour induire l’expansion 
des progéniteurs érythroïdes dans la rate lors de l’érythropoïèse de stress chez la souris (Bauer et al., 
1999). 
 
Le récepteur à la Transferrine de type 2 : TfR2 
La transferrine est une protéine synthétisée par le foie permettant le transport du fer dans 
l’organisme. Chaque molécule est capable de fixer deux atomes de fer. Elle est internalisée dans les 
cellules après fixation sur un récepteur spécifique : le récepteur à la transferrine (TfR). Les 
mammifères possèdent deux récepteurs à la transferrine de structures similaires mais ayant des 
fonctions spécifiques. Le TfR1 (appelé aussi CD71) est exprimé dans la plupart des cellules dont les 
précurseurs érythroïdes. Une délétion du gène TfR1 entraîne une anémie létale chez la souris (Levy 
et al., 1999). Ce phénomène n’est pas compensé par le TfR2. En effet, celui-ci n’est pas ubiquitaire. 
Le TfR2 est fortement exprimé dans le foie (Kawabata et al., 1999) où il joue un rôle clé dans la 
régulation du métabolisme du fer. Il contribue à réguler la production d’hepcidine selon les besoins 
de l’organisme en détectant le fer circulant lié à la transferrine (Gao et al., 2009). Des mutations 
invalidant le gène TfR2 sont responsables d’hémochromatose chez l’homme (Camaschella et al., 
2000), et une délétion ciblée de ce gène dans le foie conduit à une surcharge en fer chez la souris 
(Fleming et al., 2002; Wallace et al., 2007). 
Récemment, une étude a montré que le TfR2 a également une fonction non hépatique. Il fait en 
effet partie du complexe Epo-R et est nécessaire à l’érythropoïèse (Forejtnikovà et al., 2010). Le TfR2 
et l’Epo-R sont exprimés de manière synchronisée pendant la différenciation des progéniteurs 
érythroïdes. Le TfR2 s’associe avec l’Epo-R dans le réticulum endoplasmique et est nécessaire pour 
son transport à la membrane. Les progéniteurs des souris TfR2-/- ont une sensibilité à l’Epo diminuée 
et ces souris présentent une augmentation du niveau d’Epo circulante. De plus, la diminution de 
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l’expression de TfR2 (TfR2 knockdown) retarde la différenciation des progéniteurs érythroïdes 
humains. L’interaction Epo-R/TfR2 est donc nécessaire pour une érythropoïèse efficace. 
 
1.4. IGF-1 et érythropoïèse 
Comme nous le verrons dans la troisième partie des résultats, nous avons mis en évidence au 
cours de ce travail une implication de l’IGF-1 dans la compensation in vivo d’un défaut érythroïde. J’ai 
donc choisi de consacrer ce paragraphe à la description de ce facteur de croissance et de son rôle 
dans l’érythropoïèse. 
 
1.4.1. Généralités : l’IGF-1 et son récepteur 
L’Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) est une hormone impliquée dans la croissance et la 
prolifération cellulaire. Elle est produite par le foie sous le contrôle de l’hormone de croissance GH 
(Growth Hormone). Dans la circulation, l’IGF-1 est associé aux IGFBP (IGF-Binding Protein) qui le 
stabilisent et le conduisent vers ses tissus cibles (Le Roith et al., 2001). Il se lie à son récepteur 
spécifique, l’IGF-1R, un récepteur à Tyrosine Kinase (RTK). Les invalidations géniques de l’IGF-1 et de 
l’IGF-1R chez la souris entraînent un important retard de croissance au cours du développement 
(60% et 45% de la taille normale respectivement). Les souris igf-1r-/- meurent peu après la naissance 
d’insuffisante respiratoire (Liu et al., 1993). 
Comme son nom l’indique, l’IGF-1 partage une forte homologie avec l’Insuline, hormone 
impliquée dans la régulation du métabolisme glucidique. Le récepteur à l’Insuline (InsR) et l’IGF-1R 
sont également très similaires, non seulement dans leur structure (RTK dimériques) mais aussi dans 
leurs voies de signalisation. Ils sont d’ailleurs soumis à des « cross-talk ». L’Insuline est capable de se 
fixer à l’IGF-1R, inversement l’IGF-1 peut se lier à l’InsR, et il existe un récepteur hybride (Hybrid-R) 
composé d’un monomère de chaque récepteur qui peut être activé par les deux ligands. 
Par ailleurs, l’IGF-1 a été directement impliqué dans le transport du glucose. Il a été montré qu’il 
augmente le recrutement des transporteurs de glucose GLUT3 et GLUT4 à la surface des monocytes 
de patients hyperthyroïdiques (Dimitriadis et al., 2008). L’IGF-1R est également impliqué, avec la voie 
PI3K/Akt, dans l’augmentation du transport du glucose via GLUT1 par les récepteurs opioïdes 
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1.4.2. Rôle de l’IGF-1 dans l’érythropoïèse 
L’implication de l’IGF-1 dans l’érythropoïèse est déjà connue depuis de nombreuses années. L’IGF-
1R est en effet exprimé à la surface des progéniteurs érythroïdes et des érythrocytes (Polychronakos 
et al., 1983; Catanese et al., 1986). 
In vitro, l’IGF-1 est utilisé pour la culture des progéniteurs érythroïdes. Il a été montré qu’il est 
nécessaire au développement correct des CFU-e humaines (Sawada et al., 1989; Boyer et al., 1992), 
et qu’il stimule la prolifération des BFU-e tardives et CFU-e (Miyagawa et al., 2000). Il est d’ailleurs 
capable, à de fortes concentrations, de remplacer l’Epo pour la formation de BFU-e (Correa and 
Axelrad, 1991). L’IGF-1 agit en synergie avec l’Epo pour promouvoir la maturation au cours des 
derniers stades de l’érythropoïèse, en augmentant la synthèse de l’hème et en induisant la 
condensation nucléaire et l’énucléation (Muta et al., 1994). De plus, il est également utilisé pour la 
production d’érythrocytes humains ex vivo à visée thérapeutique (pour revue : Migliaccio et al., 
2012). L’équipe de Douay notamment a mis au point des protocoles utilisant l’IGF-1 et permettant 
l’obtention d’érythrocytes matures in vitro (90-100% d’énucléation, des caractéristiques 
morphologiques classiques, une expression enzymatique normale et une déformabilité membranaire 
normale) (Douay and Andreu, 2007).  
In vivo, l’IGF-1 a été impliqué dans la Polyglobulie de Vaquez (Polycythemia Vera – PV), pathologie 
caractérisée par une production aberrante des globules rouges. Les progéniteurs érythroïdes (BFU-e) 
de patients atteints de PV sont hypersensibles à l’IGF-1 : ils répondent à des doses 100 fois plus 
faibles que les progéniteurs de patients sains (Correa et al., 1994). La même équipe a montré que 
l’activation basale de l’IGF-1R est augmentée dans les cellules de patients atteints de PV (Mirza et al., 
1995). Ils ont montré également que le niveau de IGFBP-1 (IGF Binding Protein-1) circulant est élevé 
chez les patients atteins de PV, et que cette protéine stimule la formation de BFU-e in vitro (Mirza et 
al., 1997). Chez des sujets sains, le taux plasmatique d’IGF-1 est corrélé à la concentration sanguine 
d’hémoglobine, indépendamment du taux plasmatique d’Epo (Anttila et al., 1994; Nilsson-Ehle et al., 
2005). Un faible taux d’IGF-1 plasmatique a d’ailleurs été associé récemment à des anémies 
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2. Le facteur de transcription GATA-1 et ses cofacteurs 
2.1. Le facteur de transcription GATA-1 
2.1.1. Famille, structure, expression 
La famille de facteurs de transcription GATA est composée de 6 membres : GATA-1 à GATA-6. Ces 
protéines sont capables de lier avec une grande affinité une séquence d’ADN consensus : 5’ (A/T) 
GATA (A/G) 3’. Elles contiennent deux domaines en doigt de zinc fortement conservés du type Cys-
X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys. GATA-1, GATA-2 et GATA-3 sont exprimés principalement dans le tissu 
hématopoïétique (Weiss and Orkin, 1995), tandis que GATA-4, GATA-5 et GATA-6 sont exprimés dans 
les tissus d’origine mésodermique et endodermique tels que le cœur, le foie, le poumon, l’intestin et 
les gonades (Molkentin, 2000). 
GATA-1, précédemment nommé NF-E1, NF-1, Ery-1 et GF-1, est le membre fondateur de la famille 
de facteurs de transcription GATA. Il a été identifié en 1988 pour sa liaison spécifique à l’enhancer 3’ 
du gène de la β-globine humaine (Wall et al., 1988), ainsi qu’aux séquences régulatrices des gènes de 
globines du poulet (Evans et al., 1988). Le gène de GATA-1 a été cloné pour la première fois en 1989 
à partir d’une lignée murine (Tsai et al., 1989). Chez l’homme, comme chez la souris, il est situé sur le 
chromosome X (Zon et al., 1990; Chapman et al., 1991) et code pour une protéine de 413 acides 
aminés. Il existe en réalité deux isoformes de GATA-1 : la forme longue GATA-1 de 47kDa, et la forme 
courte GATA-1s (GATA-1short) de 40 kDa. Ces deux protéines sont produites à partir d’un même 
transcrit : un deuxième site d’initiation situé en position 84 produit la forme courte (Calligaris et al., 
1995). Chez l’homme, la forme courte est également produite grâce à un épissage alternatif qui 
supprime l’exon 2 produisant ainsi deux transcrits différents (Rainis et al., 2003) (Illustration 17). Ce 
transcrit alternatif n’est pas retrouvé chez la souris (Halsey et al., 2010). 
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Illustration 17 : Epissage alternatif du gène gata-1 humain (Sankaran et al., 2012) 
Le gène gata-1 compte six exons. L’ARNm contenant les six exons possède deux site d’initiation de la traduction et donne 
lieu à la production de deux protéines : GATA-1 (47kDa) et GATA-1s (short – 40kDa). Chez l’homme, il existe un épissage 
alternatif qui supprime l’exon 2 et ainsi le premier site d’initiation de la traduction. L’ARNm correspondant ne produit alors 
que la forme courte GATA-1s. 
 
 
GATA-1 est exprimé dans les cellules érythroïdes primitives et définitives (Fujiwara et al., 1996), 
les mastocytes (Martin et al., 1990), les mégacaryocytes (Martin et al., 1990; Romeo et al., 1990), les 
éosinophiles (Zon et al., 1993), les cellules dendritiques (Gutiérrez et al., 2007) ainsi que dans les 
cellules de Sertoli du testicule (Ito et al., 1993; Yomogida et al., 1994). 
Le gène gata-1 contient un domaine régulateur de 8,5kb situé en amont de la partie codante, 
nommé G1HRD (Gata-1 Hematopoietic Regulatory Domain) (Suzuki et al., 2011). Ce domaine 
contient quatre éléments régulateurs distincts : un enhancer G1HE (Gata-1 Hematopoietic Enhancer), 
un double motif GATA, un motif CACCC et une région de 320 pb du premier intron (Ohneda et al., 
2002), permettant l’expression de GATA-1 à un niveau suffisant pour supprimer la létalité 
embryonnaire de souris GATA-1.05 (Takahashi et al., 2000). Il n’est cependant pas suffisant pour 
permettre l’expression complète de GATA-1 au stade BFU-e (Onodera et al., 1997). Une autre région 
régulatrice a d’ailleurs été identifiée récemment en dehors du G1HRD, qui serait nécessaire à 
l’expression de GATA-1 (Drissen et al., 2010). 
L’expression de GATA-1 est régulée par différents facteurs de transcription. On trouve en effet, 
dans le domaine régulateur, des sites de liaison de facteurs ubiquitaires comme CP2 ou Smad5 
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(Kaneko et al., 2010), ainsi que plusieurs motifs GATA permettant l’activation de la transcription du 
gène gata-1 par les protéines GATA-1 et GATA-2 (Ohneda and Yamamoto, 2002). 
 
La protéine GATA-1 possède trois domaines fonctionnels connus : un domaine d’activation N-
terminal constitué des acides aminés 1 à 83, le doigt de zinc N-terminal (AA 204-228), et le doigt de 
zinc C-terminal (AA 258-282) (Illustration 18). Les fonctions de ces différents domaines seront 




Illustration 18 : Structure de GATA-1 
A. GATA-1 possède trois domaines fonctionnels : un domaine d’activation N-terminal (vert) (AA 1-83), et deux doigts de zinc 
(rouge) : un N-terminal (AA 204-228) et un C-terminal (AA 258-282). B. La séquence peptidique des doigts de zinc est 
détaillée (Imanishi et al., 2010). C. Structure tridimensionnelle du doigt de zinc C-terminal de la protéine GATA-1 de poulet 
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2.1.2. Rôle physiologique de GATA-1 
 
GATA-1 est un facteur de transcription majeur de l’hématopoïèse. Il a en effet un rôle important 
dans le développement de plusieurs types cellulaires hématopoïétiques comme les mastocytes, les 
éosinophiles, les plaquettes et les érythrocytes (Illustration 19).  
 
Illustration 19 : Impact de GATA-1 et ses partenaires sur les différents lignages hématopoïétiques (Ferreira et al., 2005) 
Le facteur de transcription GATA-1 est impliqué dans le développement de plusieurs types cellulaires hématopoïétiques : 
les érythrocytes, les plaquettes, les éosinophiles et les mastocytes. Les points d’impact de certains partenaires de GATA-1 
importants pour l’hématopoïèse sont également indiqués. 
 
Nous nous intéresserons plus particulièrement à son rôle dans l’érythropoïèse. 
 
2.1.2.a. Invalidations géniques et modèles d’études 
In vitro 
Des cellules souches embryonnaires (cellules ES) invalidées pour le gène gata-1 participent aux 
tissus non-hématopoïétiques, ainsi qu’à la fraction leucocytaire, mais ne contribuent pas à la 
population érythroïde mature de souris chimères (Pevny et al., 1991). Des études de différenciation 
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in vitro montrent que ces cellules ES gata-1- sont incapables de produire des progéniteurs 
érythroïdes primitifs. Elles produisent, en revanche, des progéniteurs érythroïdes définitifs normaux, 
mais ces derniers subissent un arrêt de développement et meurent au stade proérythroblaste (Weiss 
et al., 1994; Pevny et al., 1995). La mort cellulaire de ces progéniteurs gata-1- présente des 
caractéristiques d’apoptose. GATA-1, en plus de son rôle dans la régulation des gènes conférant le 
phénotype érythroïde, semble donc également permettre la survie des précurseurs érythroïdes en 
inhibant l’apoptose (Weiss and Orkin, 1995b).  
En souhaitant déterminer si l’arrêt de développement et l’apoptose des progéniteurs érythroïdes 
issus des cellules ES gata-1- pouvaient être découplés, les auteurs de ces études ont créé une lignée 
cellulaire gata-1- : la lignée G1E (GATA-1- Erythroid) (Weiss et al., 1997). Afin de retarder l’apoptose 
des progéniteurs érythroïdes, ils ont exprimés de manière stable le gène anti-apoptotique humain 
bcl-2 dans les cellules ES gata-1-. Après différenciation in vitro, un clone a produit des colonies 
érythroïdes présentant une survie prolongée. Ces colonies ont alors donné naissance à la lignée 
cellulaire G1E. Les cellules G1E présentent des caractéristiques similaires aux progéniteurs primaires 
gata-1-, mais ne subissent pas d’apoptose et se divisent continuellement en culture. En outre, 
l’expression exogène de GATA-1 dans ces cellules leur permet de reprendre leur maturation 




Des souris invalidées pour le gène gata-1 (Knock-Out) meurent entre 10.5 et 11.5 jours de 
développement embryonnaire (E10.5-E11.5) d’une anémie sévère. A E9.5, les cellules érythroïdes du 
sac vitellin présentent un arrêt de maturation au stade proérythroblaste (Fujiwara et al., 1996). 
GATA-1 joue donc un rôle essentiel dans l’érythropoïèse primitive. Des souris mutées sur le 
promoteur de GATA-1 et n’exprimant que 5% de la quantité de GATA-1 présente dans les souris 
contrôles (mutation GATA-1.05) meurent à E12.5 d’anémie sévère et présentent un arrêt de la 
différenciation érythroïde primitive (Takahashi et al., 1997). Dans les deux cas, les femelles 
hétérozygotes présentent une anémie plus ou moins sévère à la naissance qui disparaît par la suite. 
La variété des phénotypes s’explique par le chimérisme propre à chaque femelle du à l’inactivation 
de l’X. La sélection des progéniteurs exprimant l’allèle sauvage peut sans doute expliquer la 
disparition de l’anémie à l’âge adulte. La létalité des souris GATA-1.05 peut être supprimée par 
l’expression d’un transgène codant pour la protéine sauvage GATA-1 sous contrôle du promoteur 
G1HRD (Takahashi et al., 2000). Depuis, comme nous le verrons plus loin, ce modèle (souris GATA-
1.05) a été utilisé dans plusieurs études pour créer de nouveaux modèles transgéniques afin 
d’évaluer la capacité de différentes formes mutées de GATA-1 à restaurer la viabilité de ces souris. 
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D’autres souris mutées également sur le promoteur de GATA-1 (mutation Knock-Down), 
exprimant 20% du niveau d’expression de la protéine sauvage, présentent un phénotype plus léger. 
La majorité de ces individus meurent au cours du développement embryonnaire ou après la 
naissance à cause d’une érythropoïèse inefficace, mais certains survivent jusqu’à l’âge adulte 
(McDevitt et al., 1997).  
 
Ces différents modèles in vitro et in vivo montrent le rôle essentiel de GATA-1 dans 
l’érythropoïèse primitive et définitive, et établissent un lien direct entre le niveau d’expression de 
GATA-1 et l’efficacité de l’érythropoïèse. La lignée G1E in vitro et le modèle murin GATA-1.05 in vivo 
sont deux modèles permettant l’étude du rôle de GATA-1 et de ses domaines fonctionnels. 
 
2.1.2.b. Importance physiologique des domaines fonctionnels 
Les doigts de zinc 
Les doigts de zinc N-terminal et C-terminal sont tous deux essentiels à l’érythropoïèse. En effet, 
Shimizu et coll. ont montré que des formes de GATA-1 délétées au niveau des doigts de zinc étaient 
incapables de restaurer le phénotype létal des souris GATA-1.05 (Shimizu et al., 2001). Le doigt de 
zinc C-terminal est directement responsable de l’interaction avec l’ADN, tandis que le doigt de zinc N-
terminal est nécessaire à la spécificité et la stabilité de cette interaction (Martin and Orkin, 1990). Par 
ailleurs, le doigt de zinc N-ter est également impliqué dans l’interaction de GATA-1 avec ses 
cofacteurs, soit seul comme c’est le cas avec FOG-1 (Fox et al., 1998), soit en coopération avec le 
doigt de zinc C-ter comme avec Sp1, EKLF ou GATA-1 lui-même (Merika and Orkin, 1995; Gregory et 
al., 1996; Mackay et al., 1998). 
 
Le domaine N-terminal 
Le domaine N-terminal (AA 1-83) a une fonction transactivatrice. Ce domaine est en effet 
indispensable pour l’activité transactivatrice de GATA-1 dans des modèles cellulaires non 
hématopoïétiques comme les NIH-3T3, les COS ou les HeLa (Martin and Orkin, 1990). Cependant, 
l’expression d’une protéine GATA-1 délétée des AA1-63 (GATA-1 Δ63) dans la lignée G1E a la même 
capacité que la protéine sauvage à induire la maturation érythroïde des cellules. Le domaine N-
terminal de GATA-1 ne semble donc pas nécessaire à l’érythropoïèse terminale in vitro (Weiss et al., 
1997). In vivo, l’expression d’un transgène codant pour la protéine GATA-1 délétée des AA1-83 à un 
niveau comparable à la protéine endogène ne permet pas d’assurer l’érythropoïèse des souris GATA-
1.05. Par contre, la surexpression de ce même transgène permet d’assurer pleinement 
l’érythropoïèse primitive et définitive de ces souris. La fonction du domaine N-terminal de GATA-1 
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peut donc être compensée par un ou plusieurs autre(s) domaine(s) si la protéine est surexprimée, 
mais il semble tout de même important pour l’érythropoïèse in vivo en condition d’expression 
endogène (Shimizu et al., 2001). La contradiction observée entre les études in vitro dans les G1E et 
l’étude in vivo pourrait s’expliquer par la différence de 20AA entre les deux domaines délétés.  
Une mutation de GATA-1 dans le domaine N-terminal, conduisant à l’expression de la forme 
courte GATA-1s, a été identifiée chez une famille de patients anémiques présentant des défauts 
d’érythropoïèse (Hollanda et al., 2006). Récemment, deux mutations similaires induisant également 
l’expression de GATA-1s ont été identifiées chez des patients atteints d’anémie de Diamond-Blackfan 
(DBA) (Sankaran et al., 2012a). A l’inverse, d’autres mutations du même type sont associées au 
syndrome myéloprolifératif transitoire (TMD – Transient Myeloproliferative Disorder) et à la 
leucémie mégacaryoblastique aiguë (AMKL – Acute MegaKaryoblastic Leukemia) survenant chez les 
patients atteints du syndrome de Down (DS) (trisomie 21) (Wechsler et al., 2002; Greene et al., 
2003). Par ailleurs, des études in vitro et in vivo montrent que la forme courte GATA-1s induit 
l’hyperprolifération de progéniteurs mégacaryocytaires murins (Li et al., 2005; Muntean and 
Crispino, 2005). 
Ces différents éléments semblent indiquer l’importance du domaine N-terminal de GATA-1, mais 
son rôle précis reste encore à définir. 
 
Un nouveau domaine C-terminal 
Récemment, l’équipe de R. Shimizu a défini, par complémentation transgénique des souris GATA-
1.05, un nouveau domaine transactivateur dans la région C-terminale de GATA-1 (Kaneko et al., 
2012). Ce second domaine de transactivation partage des activités redondantes avec le domaine N-
ter mais aurait également des activités spécifiques nécessaires à l’hématopoïèse in vivo. 
 
2.1.3. Rôle moléculaire de GATA-1 – fonction transcriptionnelle 
Au cours de l’érythropoïèse, GATA-1 active les gènes nécessaires à la mise en place du phénotype 
érythroïde et réprime des gènes hématopoïétiques spécifiques d’autres lignages. 
Ainsi, il active l’expression des gènes de globines, α-globin et β-globin, (Wall et al., 1988; Martin 
and Orkin, 1990), ainsi que des gènes codant pour des enzymes de la synthèse de l’hème telles que la 
5-Aminolévulinate Synthase 2 (Alas2) (Kramer et al., 2000) ou la Porphobilinogène Désaminase (PBG-
D) (Chretien et al., 1988; Eleouet and Roméo, 1993). Il contrôle également les gènes codant pour les 
protéines de la membrane érythrocytaire comme l’α-spectrine (Spta1), la protéine 4.9 (Epb4.9), 
Band3 (Slc4a1) ou l’aquaporine (Aqp1). Plusieurs études ont en effet montré l’occupation par GATA-1 
de différents loci de gènes de membrane (Boulanger et al., 2002; Steiner et al., 2009; Hasegawa et 
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al., 2012). Il a été montré que GATA-1 régule positivement le gène du récepteur à l’Epo (Zon et al., 
1991). Par la suite, une autre étude a montré que GATA-1 transactive l’Epo-R à un stade précoce de 
la différenciation, et que le signal médié par l’Epo induisait une augmentation de l’expression de 
GATA-1, permettant ainsi son amplification (Chiba et al., 1991). Il régule également d’autres facteurs 
de transcription comme l’Erythroid Krüppel-Like Factor (EKLF) (Crossley et al., 1994), et induit aussi 
l’expression de son cofacteur FOG-1 rapidement au cours de la différenciation (Welch et al., 2004).  
A l’inverse, GATA-1 réprime des gènes de l’hématopoïèse précoce ou spécifiques d’autres 
lignages. Ainsi, il régule négativement GATA-2 (Grass et al., 2003), c-Kit (Munugalavadla et al., 2005), 
ainsi que les gènes hématopoïétiques Lyl1, Rgs1, Rgs18, Treml2 ou Clec4d (Welch et al., 2004; 
Johnson et al., 2007). 
 
Mis à part son rôle de facteur érythroïde, GATA-1 semble également avoir un rôle de facteur de 
survie, en coopération avec l’Epo. Une étude a montré que l’expression de GATA-1 dans la lignée G1E 
induit une forte augmentation de l’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-XL, et que cette 
augmentation nécessite également l’érythropoïétine (Gregory et al., 1999). GATA-1 semble 
également induire l’expression du transporteur mitochondrial ABC-me (Shirihai et al., 2000). Le rôle 
de ce transporteur n’est pas encore bien défini mais il semble avoir un rôle essentiel dans 
l’érythropoïèse puisque des souris ABC-me-/- meurent à E12.5 d’anémie sévère (Hyde et al., 2012). 
 
Par ailleurs, plusieurs éléments suggèrent depuis longtemps  une implication de GATA-1 dans la 
régulation du cycle cellulaire au cours de la différenciation érythroïde. En effet, l’expression 
ectopique de GATA-1 dans une lignée de fibroblastes (NIH-3T3) ou une lignée hématopoïétique 
(FDCP-1) conduit à une diminution de la prolifération (Dubart et al., 1996). De plus, des mutations de 
GATA-1 sont associées chez des patients à des syndromes myéloprolifératifs ou des leucémies 
(Wechsler et al., 2002; Xu et al., 2003).  
Depuis, plusieurs études ont apporté des éléments nouveaux corroborant cette hypothèse. Au 
cours de la différenciation érythroïde, la présence de GATA-1 induit l’expression de gènes anti-
prolifératifs comme les inhibiteurs de Cdk p18INK4C et p27Kip1, et réprime des gènes prolifératifs 
comme la Cdk6 et la cycline D2. Cependant, il semble que ces gènes soient des cibles indirectes de 
GATA-1, car ces effets sont dépendants de la répression de l’oncogène Myc. Celle-ci semble en 
revanche induite directement par GATA-1 puisque des études d’immunoprécipitation de la 
chromatine (ChIP) montrent que GATA-1 est associé au promoteur de Myc in vivo (Rylski et al., 2003). 
L’oncogène c-Myb semble également directement réprimé par GATA-1 qui se fixe sur les sites GATA 
de son promoteur (Bartůnek et al., 2003). Une autre équipe a montré par des études de gène 
rapporteur et de ChIP, dans la lignée MEL (Murine ErythroLeukemia) et dans des progéniteurs 
INTRODUCTION  49 
érythroïdes, que GATA-1 stimule la transcription de l’inhibiteur de Cdk p21 en se fixant en amont de 
son promoteur (Papetti et al., 2010). Plus récemment, il a été montré par le même type 
d’expériences que GATA-1 stimule l’expression du gène cdc6, régulateur de la phase S, ajoutant un 
élément supplémentaire au rôle de GATA-1 dans la régulation du cycle cellulaire (Fernández-Morales 
et al., 2012). 
 
Les fonctions transcriptionnelles de GATA-1 sont donc multiples au cours de la différenciation 
érythroïde terminale. Si son rôle de transactivateur des gènes érythroïdes est aujourd’hui bien établi, 
il semble clair que sa fonction s’étend également à d’autres processus cellulaires, et en particulier à 
la régulation du cycle cellulaire. Un certain nombre d’éléments soutiennent déjà cette hypothèse, 
mais tous les mécanismes impliqués dans la fonction antiproliférative de GATA-1 ne sont pas encore 
élucidés. 
 
2.1.4. Régulation de l’activité de GATA-1 par des modifications post-
traductionnelles 
Les modifications post-traductionnelles établissent des changements moléculaires versatiles qui 
contrôlent des processus cellulaires fondamentaux. L’activité des facteurs de transcription peut en 
effet être modulée par ces modifications post-traductionnelles affectant leur activité, leur stabilité, 
leur localisation ou leurs interactions avec d’autres protéines. Il existe de nombreux types de 
modifications post-traductionnelles. 




Illustration 20 : Sites de modifications post-traductionnelles de GATA-1 (Ferreira et al., 2005) 
L’activité de GATA-1 est régulée par différentes modifications post-traductionnelles. GATA-1 possède deux sites 
d’acétylation (A) (motifs riches en Lysine AA245-252 et AA308-316), un site de sumoylation (S) (Lys137) et sept sites de 




GATA-1 peut être acétylé in vitro et in vivo par les acétyltransférases P300 (Boyes et al., 1998) et 
CBP (CREB-binding protein) (Hung et al., 1999) ubiquitaires. Chez la souris, GATA-1 est acétylé sur 
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deux motifs riches en Lysine (AA245-252 et AA308-316) localisés du coté C-terminal de chaque doigt 
de zinc. Ces motifs sont conservés parmi les membres de la famille GATA et entre les espèces. 
L’importance fonctionnelle de l’acétylation de GATA-1 n’est pas encore bien définie. En effet, 
l’interaction entre GATA-1 et P300/CBP donc l’acétylation de GATA-1 semble stimuler son activité 
transcriptionnelle en augmentant sa liaison à l’ADN chez le poulet (Boyes et al., 1998). Mais cet effet 
n’a pas tout d’abord pas été observé dans des cellules murines non érythroïdes (Hung et al., 1999). 
Par contre, l’acétylation de GATA-1 semblait tout de même être nécessaire pour la différenciation 
érythroïde puisque des mutations des sites d’acétylation bloquent la différenciation de la lignée G1E 
(Hung et al., 1999). Récemment, il a finalement été montré, dans la lignée G1E, que l’acétylation de 
GATA-1 semble nécessaire à sa liaison à l’ADN (Lamonica et al., 2006). 
 
Sumoylation 
La sumoylation est une modification post-traductionnelle réversible qui a été montrée comme 
régulant d’importants facteurs de transcription impliqués dans la prolifération, la différenciation et la 
suppression de tumeur. Elle consiste à fixer une petite protéine SUMO (Small Ubiquitin-like protein 
Modifier). Il existe à ce jour quatre protéines SUMO connues chez les mammifères, SUMO-1 à 4. La 
sumoylation régule divers processus cellulaires en contrôlant principalement la localisation intra-
cellulaire et les interactions protéines-protéines (pour revue : Zhao, 2007). 
Il a été montré que GATA-1 est sumoylé in vitro et in vivo sur un unique résidu : la Lysine 137 
(Collavin et al., 2004). Dans les 293T, la protéine SUMO-ligase PIASy induit cette sumoylation. 
Cependant, cette étude montre qu’un mutant non sumoylable (GATA-1K137R) est indiscernable de la 
protéine GATA-1 sauvage dans sa capacité à transactiver un gène rapporteur dans des cellules de 
mammifère. Une autre étude indique que la sumoylation de GATA-1 sur la Lysine 137 favorise 
l’activation transcriptionnelle des cibles de GATA-1 mais uniquement celles nécessitant le 
corégulateur FOG-1 (Lee et al., 2009). En effet, la mutation GATA-1K137R dérégule l’occupation de la 
chromatine de GATA-1 sur certains sites et l’expression de gènes FOG-1-dépendants. L’ajout d’un 
groupement SUMO-1 sur cette protéine mutée inhibe les effets de la mutation. La sumoylation sur la 
Lys137 semble donc une modification moléculaire cruciale pour contrôler la fonction de GATA-1 sur 
une importante partie de ses gènes cibles. Il est intéressant de noter que la mutation V205G, 
inhibant l’interaction avec FOG-1, conduit au même phénotype que la mutation K137R, et que ses 
effets sont également inhibés par l’ajout d’un groupement SUMO-1 sur la protéine GATA-1V205G (cf 
paragraphe 2.2.1.b). 
Plus récemment, il a été montré que la délétion de SENP1, une protéase qui désumoyle les 
protéines, cause une anémie létale chez la souris entre E13.5 et un jour après la naissance (Yu et al., 
2010). L’activité de GATA-1 et de ses gènes cibles est fortement réduite dans le foie fœtal de souris 
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Knock-Out pour SENP1, résultat de l’accumulation de protéines GATA-1 sumoylées. Les études 
mécanistiques suggèrent que SENP1 désumoyle directement GATA-1, régulant ainsi sa liaison à 
l’ADN, l’expression GATA-1-dépendante de l’Epo-R et l’érythropoïèse. 
Les études précédentes indiquaient que la sumoylation de GATA-1 était nécessaire à son activité 
transcriptionnelle. Il semble à présent que sa désumoylation le soit tout autant. Ces éléments 
semblent contradictoires, mais on peut penser qu’un équilibre sumoylation/désumoylation est 
nécessaire à l’activité de GATA-1 : une absence de sumoylation est délétère, mais un excès de 
protéines sumoylées l’est également. 
 
Phosphorylation 
La phosphorylation est une modification post-traductionnelle capable de produire des 
modulations rapides de l’activité protéique en réponse à des changements de l’activité métabolique, 
des conditions environnementales ou des signaux hormonaux. De nombreux facteurs de 
transcription voient leur activité modulée par phosphorylation in vivo. L’effet de cette modification 
est variable en fonction des facteurs, incluant des changements de localisation cellulaire, de liaison à 
l’ADN ou de capacité à interagir avec leurs partenaires (pour revues : Hunter and Karin, 1992; 
Jackson, 1992; Whitmarsh and Davis, 2000). 
Crossley et Orkin ont montré que GATA-1 est phosphorylée sur 6 résidus Sérine dans la partie N-
terminale (Ser26, 49, 72, 142, 178 et 187) dans des cellules érythro-leucémiques murines (MEL – 
Murin Erythroleukemia cells) et qu’une septième Sérine, la Sérine 310, devient phosphorylée après 
induction de la différenciation des MEL par le DMSO (Dyméthyl Sulfoxide). L’effet de chaque 
phosphorylation a été testé en mutant chaque Sérine individuellement ou toutes les Sérines 
simultanément en Alanine pour empêcher la phosphorylation. Puis, des mutations de la Sérine 310 
en Glutamate ou Aspartate ont été créées pour introduire un résidu chargé négativement, analogue 
à une Sérine phosphorylée. Ce site est situé près de la partie C-terminale du domaine de liaison à 
l’ADN dans une région conservée de la protéine supposée être impliquée dans le repliement de 
l’ADN. De façon surprenante, les résultats de cette étude montrent que la phosphorylation de la 
Sérine 310 ou des 6 autres Sérines ne modifie pas significativement l’affinité ni la spécificité de GATA-
1 pour l’ADN, ni le repliement de l’ADN, ni l’activité transcriptionnelle de GATA-1 (Crossley and Orkin, 
1994). Cependant, plusieurs études ont montré que la liaison à l’ADN de GATA-1 est sensible au 
traitement à la phosphatase alkaline, notamment dans la lignée érythro-leucémique humaine K562, 
suggérant un rôle de la phosphorylation de GATA-1 dans son affinité à l’ADN (Taxman et al., 1994; 
Partington and Patient, 1999). 
Depuis, plusieurs études ont tenté de définir le rôle de la phosphorylation de GATA-1 sur les 
différents résidus. L’une d’entre elles a montré que, dans les cellules Ba/F3, une lignée 
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hématopoïétique dépendante de l’IL-3, GATA-1 est phosphorylée sur la Ser26 par la voie des MAPK 
en réponse à l’IL-3. Cette phosphorylation est importante pour la transactivation du gène E4bp4 par 
GATA-1, l’expression de Bcl-XL et la survie cellulaire (Yu et al., 2005). Une autre étude a montré que 
GATA-1 est phosphorylée par les MAPK en réponse à l’EGF sur les Ser26 et 178  dans les cellules COS 
et que ces phosphorylations sont importantes pour l’interaction de GATA-1 avec LMO2 (Towatari et 
al., 2004). 
Enfin, deux études, dont une du laboratoire, ont montré que GATA-1 est phosphorylée sur la 
Ser310 par la kinase Akt en réponse à la signalisation induite par l’Epo, et que cette phosphorylation 
semble importante pour la différenciation érythroïde (Kadri et al., 2005; Zhao et al., 2006). La 
première étude montre que dans les cellules érythroïdes, cette phosphorylation spécifique est 
nécessaire à l’activation transcriptionnelle du promoteur de TIMP-1 (tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinase), induit au cours de la différenciation érythroïde, par GATA-1 (Kadri et al., 2005). 
Ce mécanisme peut être reproduit dans des cellules non érythroïdes par transfection des différents 
partenaires moléculaires impliqués, conduisant à l’expression du gène TIMP-1 endogène 
habituellement silencieux. De plus, la sécrétion de TIMP-1 est fortement réduite dans les cellules 
érythroïdes de foie fœtal de souris Knock-In homozygotes pour le gène gata-1S310A codant un mutant 
de GATA-1 non phosphorylable sur la Ser310. De plus, l’expression de ce mutant dans la lignée G1E 
induit une diminution de la transcription des gènes β-major et Alas2 par rapport à la protéine 
sauvage (Zhao et al., 2006). La phosphorylation sur la Ser310 semble donc être importante pour 
l’activité transcriptionnelle de GATA-1. Cependant, les promoteurs érythroïdes de la glycophorine B 
et de Gfi-1b ne sont pas dépendants de la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310. La 
phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 n’est donc pas essentielle à l’expression de tous les gènes 
érythroïdes mais cible une voie qui régule une partie de ces gènes (Kadri et al., 2005). Par ailleurs, 
l’expression de GATA-1S310A dans la lignée G1E diminue le taux d’hémoglobinisation de plus de 50% 
comparé à la protéine GATA-1 sauvage (Kadri et al., 2005). La mutation de la Ser310 bloque 
également la différenciation érythroïde des progéniteurs de foie fœtal murin (Zhao et al., 2006). La 
phosphorylation sur la Ser310 semble donc être importante pour la différenciation érythroïde in 
vitro. Cependant, dans les deux cas, le blocage n’est que partiel et la présence de cellules benzidine-
positives en présence de GATA-1S310A montre que la phosphorylation a un effet quantitatif plus que 
qualitatif sur la différenciation érythroïde terminale. Elle est sans doute nécessaire pour une 
régulation fine de la production ou la fonction des cellules érythroïdes. Au niveau moléculaire, la 
phosphorylation de GATA-1 ne semble pas avoir d’effet sur la stabilité, l’affinité à l’ADN, ou le niveau 
d’acétylation des Lys proches de la Ser310.  
INTRODUCTION  53 
Ces deux études montrent que la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 semble être 
importante pour la différenciation érythroïde, mais son rôle moléculaire et la manière dont elle 
influe sur la différenciation restent encore à définir. 
Les deux études in vitro mentionnées ci-dessus montrent que la phosphorylation de GATA-1 sur la 
Ser310 par Akt semble avoir un rôle dans la différenciation érythroïde. Cependant, il semble que 
cette phosphorylation ne soit pas indispensable in vivo. En effet, des souris présentant des mutations 
de substitutions remplaçant les résidus Sérine, sites de phosphorylation, par des Alanines en position 
72, 142 et 310, ou uniquement en position 310 ont été créées (Rooke and Orkin, 2006). Ces souris 
sont viables et ne présentent aucun phénotype visible. Les paramètres sanguins, ainsi que leur 
réponse à un stress érythropoïétique induit par la phénylhydrazine, sont normaux. L’analyse des 
populations de progéniteurs hématopoïétiques au cours du développement et chez l’adulte montre 
une légère diminution du nombre de BFU-e et CFU-e uniquement dans la moelle osseuse adulte des 
triples mutants. Mais l’érythropoïèse terminale n’est pas perturbée. Cela suggère que toute 
conséquence associée à l’absence de phosphorylation des résidus Ser72, 142 et 310 peut être 
compensée  dans l’environnement in vivo. Les mécanismes assurant cette compensation in vivo ne 
sont pas encore connus. 
 
2.2. GATA-1 et ses cofacteurs 
GATA-1 interagit avec de nombreux partenaires, que ce soit des cofacteurs ou d’autres facteurs 
de transcription (Illustration 21) (pour revues : Cantor and Orkin, 2002; Ferreira et al., 2005). Ces 
interactions jouent un rôle important dans l’hématopoïèse car l’activité transcriptionnelle de GATA-1 
varie en fonction de ses partenaires. Différents gènes cibles de GATA-1 sont liés in vivo à différents 
complexes protéiques, associant ainsi des partenaires spécifiques de GATA-1 à différents aspects de 
sa fonction (Rodriguez et al., 2005). 
Le principal partenaire de GATA-1 est son cofacteur FOG-1 (Friend Of GATA-1). FOG-1 joue un rôle 
crucial dans le développement puisque son absence entraîne une létalité embryonnaire (Tsang et al., 
1998) et l’interaction GATA-1/FOG-1 est essentielle pour l’érythropoïèse. Le rôle de cette interaction 
sera décrit plus en détails dans le paragraphe 2.2.1.  
GATA-1 interagit avec de nombreux facteurs hématopoïétiques tels que les Krüppel-Like Factors 
Sp1 et EKLF. Cette interaction a un rôle dans la transcription de gènes érythroïdes (Merika and Orkin, 
1995). GATA-1 interagit également avec RUNX1 (Elagib et al., 2003) et Fli-1 (Eisbacher et al., 2003) au 
cours de la différenciation mégacaryocytaire. Un autre partenaire de GATA-1 est le facteur de 
transcription hématopoïétique PU.1. L’interaction GATA-1/PU.1 conduit à une inhibition mutuelle de 
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ces deux facteurs : PU.1 inhibe GATA-1 dans le lignage myéloïde, et GATA-1 inhibe PU.1 dans le 
lignage érythroïde (Rekhtman et al., 1999; Zhang et al., 1999, 2000; Nerlov et al., 2000). GATA-1 a 
également été impliqué dans le complexe Lmo2/Ldb1/Tal1/E2A permettant l’activation de 
promoteurs contenant un site GATA et une E-box (Wadman et al., 1997). Une interaction avec le 
facteur hématopoïétique Gfi-1b a aussi été montrée (Rodriguez et al., 2005). 
Une interaction avec les Histone AcétylTransférases CBP et P300 a été montrée in vitro et in vivo 
(Blobel et al., 1998), et plus récemment avec le complexe répressif MeCP1 (contenant NuRD) et le 
complexe de remodelage de la chromatine ACF/WCRF (Rodriguez et al., 2005). 
GATA-1 est aussi capable d’interagir avec lui-même. Cette dimérisation est importante pour la 
régulation de promoteurs contenant plusieurs motifs GATA, comme par exemple le promoteur de 
GATA-1 lui-même (Crossley et al., 1995). 
Récemment, il a été montré que GATA-1 interagit également avec la protéine du Rétinoblastome 
pRb (Kadri et al., 2009). La protéine pRb est une protéine ubiquitaire impliquée dans la régulation du 
cycle cellulaire. L’interaction GATA-1/pRb a un rôle majeur dans l’érythropoïèse. Ceci sera plus 
amplement décrit dans le paragraphe 2.2.2. 
Une interaction directe entre GATA-1 et p53 conduisant à l’inhibition de p53 a été montrée in 
vitro. Cette interaction permettrait d’éviter l’activation de la voie p53 et ainsi l’apoptose qui pourrait 
être déclenchée par les nombreuses modifications morphologiques de la différenciation érythroïde 




Illustration 21 : Partenaires de GATA-1 
GATA-1 interagit avec de nombreux partenaires parmi lesquels son cofacteur FOG-1, la protéine du cycle cellulaire pRb, des 
facteurs hématopoïétiques (RUNX-1, Fli-1, EKLF, Sp1, Gfi-1b, PU.1, le complexe Lmo2/Ldb1/TAL-1/E2A), ou des 
modificateurs de la chromatine (SWI/SNF, CBP/P300, HDAC). 
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Selon les facteurs, les interactions de GATA-1 avec ses partenaires impliquent différents domaines 
de la protéine : le domaine N-terminal ou les doigts de zinc. Des mutations de ces différents 
domaines sont associées à des pathologies humaines. Les mutations conduisant à la délétion du 
domaine d’activation N-terminal sont associées notamment à des syndromes myéloprolifératifs chez 
des patients atteints de trisomie 21, et les mutations du doigt de zinc N-terminal sont associées à des 
anémies dysérythropoïétiques et des thrombocytopénies (Illustration 22). Ces deux types de 
mutations peuvent donc avoir un impact sur les interactions de GATA-1 avec ses partenaires. Ce 
chapitre détaillera plus particulièrement les interactions de GATA-1 avec deux de ses partenaires : 
FOG-1, interagissant avec le doigt de zinc N-terminal de GATA-1, et pRb dont la liaison à GATA-1 
implique le domaine d’activation N-terminal. 
 
 
Illustration 22 : Mutations de GATA-1 associées à des pathologies humaines (Weiss et al., 2012) 
Deux types de mutations de GATA-1 sont associées à des pathologies humaines : les mutations conduisant à la délétion du 
domaine d’activation N-terminal (NAD), impliqué dans la liaison à pRb, sont associées à des syndromes myéloprolifératifs 
chez les patients atteints de trisomie 21 ; les mutations du doigt de zinc N-terminal (Nf), responsable notamment de 
l’interaction GATA-1/FOG-1, conduisent à des anémies ou des thrombocytopénies. 
 
 
2.2.1. Interaction GATA-1/FOG-1 
2.2.1.a. Le cofacteur FOG-1 
A la fin des années 1990, une nouvelle famille de protéines à doigts de zinc, interagissant avec les 
facteurs GATA, a été identifiée : les protéines FOG (Friend Of GATA-1) (Tsang et al., 1997). Elle se 
compose de deux membres : FOG-1 (Tsang et al., 1997) et FOG-2 (Svensson et al., 1999; Tevosian et 
al., 1999). Ces protéines ne sont pas capables de se lier à l’ADN. In vitro, les protéines FOG-1 et FOG-
2 sont toutes deux capables d’interagir avec les six membres de la famille GATA via leurs doigts de 
zinc respectifs. Mais ces protéines ne sont pas toutes exprimées dans les mêmes tissus. En effet, 
FOG-1 est exprimé principalement dans le système hématopoïétique et sert de cofacteur à GATA-1 et 
GATA-2 dans les lignées érythroïde et mégacaryocytaire. Il a également un rôle de répresseur sur 
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l’activité de GATA-3 dans la lignée lymphocytaire. FOG-2, quant à lui, est exprimé principalement 
dans le cœur, le cerveau, les gonades, le foie et les poumons. Ce profil d’expression est corrélé avec 
celui des facteurs GATA-4, -5 et -6 (Cantor and Orkin, 2005). 
 
 
Illustration 23 : Structure schématique de la protéine FOG-1 murine (Cantor and Orkin, 2005) 
La protéine FOG-1 comporte 995 acides aminés et contient 9 doigts de zinc. Les doigts de zinc de type C2H2 sont indiqués 
en bleu, ceux de type C2HC en rose. Les doigts de zinc impliqués dans l’interaction avec GATA-1 sont marqués par un 
astérisque. CR indique une région de forte homologie avec les autres protéines FOG de vertébrés. Le domaine de liaison au 
corépresseur CtBP est indiqué. 
 
La protéine murine FOG-1 (ou ZFPM1) comporte 995 acides aminés (110 kDa). Elle contient 9 
domaines à doigt de zinc répartis sur toute la séquence (ZF1 à ZF9). Quatre sont de type classique 
C2H2 (ZF2, 3, 4 et 8) et cinq de type C2HC. L’interaction avec les facteurs GATA se fait via les domaines 
ZF1, 5, 6 et 9. Chez la souris, FOG-1 est exprimé dès E8.5 dans les îlots sanguins du sac vitellin. À 
partir d’E12.5, il est fortement exprimé dans le foie, siège de l’hématopoïèse fœtale. Chez l’adulte, il 
est présent dans la rate, organe hématopoïétique chez la souris, ainsi que dans le foie et le testicule. 
Au sein du système hématopoïétique, l’expression de FOG-1 est restreinte à certains types 
cellulaires. En effet, il est fortement exprimé dans les progéniteurs multipotents, les cellules 
érythroïdes et les mégacaryocytes, et plus faiblement dans les cellules souches hématopoïétiques et 
les cellules lymphoïdes. FOG-1 n’est pas exprimé dans les macrophages, les éosinophiles et les 
mastocytes. Ce profil d’expression coïncide en partie avec celui de GATA-1. 
GATA-1 interagit avec FOG-1 via son doigt de zinc N-terminal, et en particulier grâce à quelques 
résidus clés conservés dans les doigts de zinc N-terminaux des autres membres de la famille GATA 
(Fox et al., 1998). FOG-1, quant à lui, lie le doigt de zinc N-ter de GATA-1 principalement via son 
sixième doigt de zinc (ZnF6), mais également via les ZnF1, 5 et 9 (Fox et al., 1998, 1999). 
 
2.2.1.b. Fonctions physiologiques de FOG-1 et du complexe GATA-1/FOG-1 
FOG-1 joue un rôle majeur dans l’érythropoïèse puisque des souris invalidées pour le gène fog-1 
(fog-1-/-) meurent d’anémie sévère entre 10.5 et 12.5 jours de vie embryonnaire (E10.5-E12.5). Elles 
présentent un arrêt de la maturation érythroïde à un stade similaire à celui observé chez les souris 
gata-1-. Par contre, contrairement aux souris gata-1-, les souris fog-1-/- présentent également une 
absence totale de mégacaryopoïèse, suggérant un rôle de FOG-1 indépendant de GATA-1 dans la 
formation des plaquettes (Tsang et al., 1998). 
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L’interaction GATA-1/FOG-1 est nécessaire à l’érythropoïèse. Tout d’abord, l’absence de l’une ou 
l’autre de ces protéines conduit à un phénotype identique : une létalité embryonnaire par anémie et 
un blocage de la différenciation érythroïde à un stade précoce similaire (Fujiwara et al., 1996; Tsang 
et al., 1998). D’autre part, il a été montré que des mutations de GATA-1 abrogeant l’interaction avec 
FOG-1 entraînent des défauts d’érythropoïèse. 
En effet, un crible double-hybride chez la levure a permis d’identifier plusieurs mutants de GATA-
1 incapables d’interagir avec FOG-1, mais ayant conservé leur capacité à lier l’ADN. Les auteurs de 
cette étude ont montré que ces mutants, en particulier GATA-1-V205G, ne permettent pas d’induire 
une différenciation érythroïde lorsqu’ils sont exprimés dans la lignée G1E. Ils montrent également 
qu’un mutant de FOG-1 (FOG-1-S706R) capable d’interagir avec GATA-1-V205G, permet de restaurer 
la différenciation érythroïde dans la même lignée. L’interaction GATA-1/FOG-1 est donc essentielle à 
la fonction de GATA-1 dans la différenciation érythroïde in vitro (Crispino et al., 1999). Elle est 
également nécessaire à sa fonction dans la différenciation mégacaryocytaire puisque la protéine 
GATA-1-V205G ne permet pas la maturation de mégacaryocytes in vitro (Muntean and Crispino, 
2005). 
Une mutation de GATA-1 sur la Valine 205 a d’ailleurs été décrite chez une famille atteinte 
d’anémie dysérythropoïétique et de thrombocytopénie liées à l’X. Les patients porteurs de la 
mutation, V205M, présentent des érythrocytes anormaux en taille (anisocytose) et en forme 
(poïkilocytose). L’étude de cette mutation montre que l’interaction avec FOG-1 est fortement 
réduite, et que la protéine GATA-1-V205M n’est pas capable d’induire la différenciation érythroïde 
de la lignée G1E in vitro (Nichols et al., 2000). 
D’autres mutations de GATA-1 affectant son interaction avec FOG-1 ont été identifiées chez des 
patients : G208S (Mehaffey et al., 2001), D218G (Freson et al., 2001), D218Y (Freson et al., 2002), 
G208R (Del Vecchio et al., 2005). Comme le V205M, aucune de ces mutations n’a d’effet sur 
l’interaction de GATA-1 avec l’ADN. Ces mutations réduisent plus ou moins fortement l’interaction 
GATA-1/FOG-1 et sont associées à des défauts plus ou moins sévères de l’érythropoïèse et de la 
mégacaryopoïèse. On peut noter que la sévérité du phénotype est directement liée à l’intensité de 
l’interaction GATA-1/FOG-1 : plus l’interaction est réduite, plus le phénotype est sévère (Illustration 
24). En effet, les mutations V205M et D218Y réduisent fortement la liaison GATA-1/FOG-1 et 
conduisent à une sévère anémie. Par contre, les mutations D218G et G208S affectent plus faiblement 
l’interaction et induisent une légère dysérythropoïèse (D218G) voire aucun défaut du lignage 
érythroïde (G208S). La mutation G208R conduit aussi à un phénotype relativement sévère, on peut 
alors supposer que la substitution d’une Glycine par une Arginine, acide aminé beaucoup plus gros, 
affecte fortement l’interaction GATA-1/FOG-1 (Crispino, 2005; Ciovacco et al., 2008). 




Illustration 24 : Des mutations de GATA-1 abrogeant l’interaction GATA-1/FOG-1 sont associées à des pathologies 
humaines (Crispino, 2005; Ferreira et al., 2005) 
Plusieurs mutations de GATA-1 affectant son affinité pour FOG-1 entraînent des défauts d’érythropoïèse chez l’homme. La 
sévérité du phénotype est directement corrélée à la stabilité de l’interaction GATA-1/FOG-1. 
 
 
Pour étudier le rôle de l’interaction GATA-1/FOG-1 in vivo, un modèle murin exprimant la protéine 
GATA-1-V205G a été créé par une stratégie de Knock-In (Chang et al., 2002). La plupart des mâles 
hémizygotes GATA-1-V205G meurent d’anémie sévère à E11.5. Quelques-uns survivent jusqu’à la 
naissance, mais souffrent d’anémie et de thrombocytopénie et meurent peu après. Les érythrocytes 
du sac vitellin d’embryons mutés observés à E10.5 présentent un arrêt de maturation à un stade 
précoce similaire à celui observé chez les souris fog-1-/- et gata-1-, ainsi que sur les érythrocytes 
humains GATA-1-V205M (Fujiwara et al., 1996; Tsang et al., 1998; Nichols et al., 2000). Cette étude 
démontre l’importance de l’interaction GATA-1/FOG-1 pour le développement érythroïde normal in 
vivo. 
Un second modèle murin, utilisant cette fois un transgène, a été créé par Shimizu et coll. (Shimizu 
et al., 2004). Les auteurs ont établi des lignées transgéniques de souris exprimant la protéine GATA-
1-V205G sous contrôle d’une partie du promoteur de GATA-1 : le domaine G1HRD. Les différentes 
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lignées, exprimant le transgène à différents niveaux, ont ensuite été croisées avec des souris GATA-
1.05. La surexpression de GATA-1-V205G permet de supprimer la létalité embryonnaire des souris 
GATA-1.05, qui survivent alors jusqu’à l’âge adulte. Ceci est cohérent avec l’étude de Crispino et coll. 
dans laquelle la surexpression de FOG-1 permet la différenciation érythroïde de quelques cellules 
G1E en présence de GATA-1-V205G (Crispino et al., 1999). Ces individus transgéniques présentent 
cependant une thrombocytopénie, des défauts de prolifération et de maturation des 
mégacaryocytes, ainsi qu’une érythropoïèse de stress atténuée. Ce phénotype est similaire à celui 
observé chez les patients portant la mutation GATA-1-V205M (Nichols et al., 2000). Par contre, à un 
niveau d’expression similaire à l’endogène, GATA-1-V205G permet la survie de seulement quelques 
individus, dont très peu survivent jusqu’à l’âge adulte. Les nouveau-nés souffrent d’anémie sévère et 
de jaunisse, accompagnée d’anisocytose et de sphérocytose. L’expression de gènes codant pour des 
protéines de membranes (band-3, spectrin et aquaporin-1) est fortement diminuée, tandis que 
l’expression d’autres gènes cibles de GATA-1 comme Alas2 (codant pour l’enzyme catalysant la 
première étape de la chaîne de biosynthèse de l’hème) est peu affectée. La perte de l’interaction 
GATA-1/FOG-1 entraîne une déficience de protéines membranaires et perturbe la fonction de GATA-
1 dans le maintien de l’homéostasie érythroïde (Hasegawa et al., 2012). 
Ce second modèle (Shimizu et al., 2004; Hasegawa et al., 2012) montre qu’il est possible de 
corriger un phénotype létal par modification du ratio des protéines. Bresnick et coll. ont également 
montré qu’il était possible de corriger le phénotype du mutant GATA-1-V205G in vitro par une 
modification post-traductionnelle telle que la sumoylation. En effet, l’ajout d’un groupement SUMO-
1 en N-terminal de la protéine GATA-1-V205G permet de restaurer son occupation de la chromatine 
au locus β-globine, ainsi que l’activation de certains de ses gènes cibles comme β-major, α-globine, 
ou Abcb10 (Lee et al., 2009). 
Toutefois, si le phénotype létal est corrigé in vivo, les souris adultes exprimant la protéine GATA-
1-V205G présentent encore des défauts majeurs de l’érythropoïèse, en particulier au niveau de la 
structure de la membrane des globules rouges (Hasegawa et al., 2012). 
 
L’ensemble de ces études montre l’importance de l’interaction GATA-1/FOG-1 pour la 
différenciation érythroïde in vitro et in vivo, et notamment, comme le montre l’étude de Hasegawa 
et coll., pour la régulation des protéines membranaires des globules rouges. 
 
2.2.1.c. Régulation transcriptionnelle par les facteurs GATA-1 et FOG-1 
Nous avons vu précédemment que l’interaction GATA-1/FOG-1 est importante pour 
l’érythropoïèse. En effet, le facteur de transcription GATA-1 et son cofacteur FOG-1 coordonnent la 
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maturation des cellules érythroïdes en activant des gènes érythroïde-spécifiques et en réprimant des 
gènes associés à l’état indifférencié. L’interaction GATA-1/FOG-1 est donc importante pour l’activité 
transcriptionnelle de GATA-1.  
Certains gènes cibles de GATA-1 nécessitent l’interaction avec FOG-1 pour leur activation 
transcriptionnelle. Plusieurs études ont montré que la mutation GATA-1-V205G abrogeant 
l’interaction GATA-1/FOG-1 inhibe l’activation de certains gènes cibles tels que β-major, α-globine, 
DC11, HD2 (Crispino et al., 1999), Ahsp, Alas2, Abcd10 (Lee et al., 2009), ainsi que des gènes codant 
pour les protéines de la membrane comme Slc4a1 (Band3), Spna1 (α-Spectrine) ou Aqp1 
(Aquaporine) (Hasegawa et al., 2012). 
GATA-1 peut aussi activer ses cibles de manière FOG-1-indépendante. L’expression de GATA-1-
V205G-ER dans les G1E induit l’expression de HRI (Heme-Regulated eIF-α-kinase), Eklf, Fog1 et Tac2 
(Crispino et al., 1999; Johnson et al., 2006). Certaines cibles de GATA-1 nécessitent même l’absence 
de FOG-1 pour leur activation. En effet, une étude a montré, dans modèle non érythroïde 
d’expression transitoire, qu’en absence de FOG-1, le promoteur du gène Eklf est fortement activé par 
GATA-1, mais lorsque des quantités croissantes de FOG-1 sont introduites, on observe une répression 
dose-dépendante de l’activation d’Eklf par GATA-1 (Fox et al., 1999). De plus, le développement des 
mastocytes nécessite la présence de GATA-1 et l’absence de FOG-1. En effet, l’expression exogène de 
FOG-1 dans les mastocytes conduit au déplacement de GATA-1 des gènes mastocytaires et induit leur 
down-régulation (Chlon et al., 2012). 
GATA-1 a également une activité répressive dépendante de FOG-1. La répression des gènes Gata-
2, c-myc, et Tac-2 par exemple nécessite l’interaction GATA-1/FOG-1 (Crispino et al., 1999; Johnson 
et al., 2006). Différentes études ont montré que GATA-1/FOG-1 exerce son activité répressive grâce 
au recrutement par FOG-1 de complexes répresseurs comme MeCP1 qui contient NuRD, un 
complexe comportant des activités d’histone désacétylase et de remodelage du nucléosome 
interagissant avec la partie N-terminale de FOG-1 (Hong et al., 2005; Rodriguez et al., 2005). 
L’abrogation de l’interaction FOG-1/NuRD entraîne une anémie et une thrombocytopénie associées à 
une splénomégalie chez la souris, soulignant l’importance de l’activité répressive de GATA-1/FOG-
1/NuRD (Gregory et al., 2010). 
Enfin, il existe aussi un mécanisme de répression des gènes par GATA-1 indépendant de FOG-1. En 
effet, dans les G1E, GATA-1 et GATA-1-V205G répriment plusieurs gènes cibles comme Lyl1, Rgs1, 
Rgs18, Treml2 et Clec4d de la même manière, et GATA-1 réprime également ces gènes dans une 
lignée déficiente pour FOG-1 (FOG-1null) (Johnson et al., 2007). 
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GATA-1 régule donc ses cibles transcriptionnelles par différents mécanismes impliquant ou non 
son cofacteur FOG-1 selon les gènes ciblés :  
- activation FOG-1-dépendante, 
- activation FOG-1-indépendante, 
- répression FOG-1-dépendante, 
- répression FOG-1-indépendante, 
- activation FOG-1-indépendante couplée à une répression FOG-1-dépendante. 
 
 
Illustration 25 : Différents mécanismes de régulation transcriptionnelle par GATA-1 (Kim and Bresnick, 2007) 
a. GATA-1 utilise FOG-1 pour activer certaines cibles. b. GATA-1 utilise FOG-1 pour réprimer certaines cibles.     c et e. GATA-
1 active ou réprime certaines cibles en absence de FOG-1. d. L’activation du gène cible par GATA-1 est indépendante de 
FOG-1, mais la présence de FOG-1 permet ensuite la répression de ce gène. Un exemple de gène régulé par chaque 
mécanisme est indiqué entre parenthèses. 
 
 
Par ailleurs, FOG-1 facilite l’occupation de la chromatine par GATA-1 à certains sites et est requis 
pour les switch de GATA, c’est-à-dire le remplacement de GATA-2 par GATA-1 à certains sites GATA 
du génome (Letting et al., 2004; Pal et al., 2004). De plus, l’interaction GATA-1/FOG-1 est nécessaire 
pour l’occupation de la chromatine par GATA-1 sur certains sites comme HS2 (DNase I Hypersensitive 
Site 2) sur le locus β-globine, mais n’est pas indispensable sur d’autres comme le promoteur d’Eklf. 
Sur le gène Gata-2, réprimé par GATA-1, l’interaction avec FOG-1 n’est pas nécessaire pour 
l’occupation par GATA-1 mais est nécessaire pour l’inhibition transcriptionnelle et la désacétylation 
des histones (Letting et al., 2004). GATA-1 occupe des sites chromatiniens différents en fonction du 
complexe dans lequel il est impliqué. Par exemple, sur le locus α-globine, les complexes GATA-
1/FOG-1 et GATA-1/TAL-1/Ldb1 occupent des sites différents (Anguita et al., 2004; Rodriguez et al., 
2005). 
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Tous ces éléments indiquent que l’interaction GATA-1/FOG-1 est importante pour l’activation ou 
la répression de certains gènes, mais ils montrent surtout que la régulation de l’interaction GATA-
1/FOG-1 est cruciale pour l’activité transcriptionnelle correcte de GATA-1. Les mécanismes assurant 
cette régulation ne sont pas encore entièrement élucidés. Il a été suggéré que la protéine TACC3, 
dont l’invalidation entraîne une anémie létale embryonnaire (Piekorz et al., 2002), pourrait jouer ce 
rôle en séquestrant FOG-1 dans le cytoplasme (Garriga-Canut and Orkin, 2004). 
 
2.2.2. Interaction GATA-1/pRb 
2.2.2.a. La protéine du rétinoblastome pRb 
La protéine du rétinoblastome pRb est un suppresseur de tumeur. Elle est fonctionnellement 
inactivée dans la majorité des cancers humains. C’est un régulateur central du cycle cellulaire. pRb 
est un membre de la famille de protéines appelée « pocket protein family » comprenant également 
p107 et p130. Elles portent ce nom à cause de leur domaine hydrophobe en forme de poche situé en 
C-terminal et servant à la plupart de leurs interactions protéines-protéines. Grâce à cette poche 
hydrophobe, les protéines Rb interagissent avec de nombreuses protéines contenant un domaine 
spécifique de liaison à Rb de séquence consensus LxCxE (pour revue : Morris and Dyson, 2001). 
pRb est une phosphoprotéine nucléaire ubiquitaire de 110kDa, impliquée dans la régulation de la 
transition G1/S du cycle cellulaire. La forme hypophosphorylée de pRb interagit avec les facteurs de 
transcription E2F pour réprimer leur activité. Les facteurs E2F induisent la transcription de gènes 
permettant la progression du cycle cellulaire, en particulier l’entrée en phase S, notamment des 
gènes nécessaires à la réplication de l’ADN ainsi que les cyclines A et E. pRb réprime l’activité des 
facteurs E2F1, E2F2 et E2F3 en recrutant des histones désacétylases (HDAC) et d’autres facteurs 
remodeleurs de la chromatine sur leurs promoteurs. Cette activité de pRb est appelée « répression 
active ». pRb bloque ainsi l’entrée en phase S en réprimant l’activité transcriptionnelle de E2F. 
L’interaction pRb/E2F est inhibée par la phosphorylation de pRb sur 13 résidus Sérine et Thréonine 
médiée par les complexes Cdk4/cyclineD, Cdk6/cyclineD ou Cdk2/cyclineE. La phosphorylation de 
pRb entraîne la libération d’E2F, permettant ainsi la reprise du cycle cellulaire (pour revues : Du and 
Pogoriler, 2006; Giacinti and Giordano, 2006). 
pRb est nécessaire à l’arrêt du cycle cellulaire associé à la quiescence, la sénescence et la 
différenciation terminale de différents tissus. L’inactivation de pRb mène à un cycle cellulaire 
aberrant dans des cellules post-mitotiques in vitro et in vivo. pRb induit également la survie cellulaire 
via la séquestration d’E2F. En effet, l’expression ectopique des facteurs E2F induit l’apoptose in vitro 
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et in vivo. De plus, les cellules Rb-/- sont plus sensibles à la mort cellulaire induite par des dommages 
de l’ADN. Les souris Rb-/- meurent entre E13 et E15 avec des défauts importants dans le 
développement érythroïde, neuronal et oculaire, ainsi que dans les muscles squelettiques. Ces 
anomalies sont associées à des défauts partiels de la différenciation, une apoptose augmentée, ainsi 
que des cycles cellulaires ectopiques. En plus des modifications du cycle et de l’insensibilité à 
plusieurs signaux d’arrêt en G1 observés dans les cellules déficientes pour Rb, les cellules issues des 
embryons Rb-/- présentent des défauts de la myogenèse et de l’adipogenèse. Rb a donc de multiples 
fonctions in vivo (pour revues : Classon and Harlow, 2002; Sherr and McCormick, 2002; Macleod, 
2008). Il a notamment un rôle essentiel dans l’érythropoïèse puisque des délétions de Rb sont 
souvent associées à des phénotypes érythropoïétiques sévères voire létaux chez la souris. Le Tableau 







Phénotype érythropoïétique Références 
Rb
x3t/x3t
 Rb1-null Tous les tissus Défaut de maturation érythroïde (pas de sortie du cycle 
cellulaire, diminution des érythroblastes Ter119+ et 
absence d’énucléation) conduisant à une anémie. Létalité 
vers E13.5 
(Clark et al., 2004; 
Iavarone et al., 2004; 
Spike et al., 2004) 
Rb
x3t/x3t




de l’hôte, rate 
et sang 
Anémie (diminution GR, réticulocytose), augmentation des 
érythroblastes CD71+, hyperplasie myéloïde, hématopoïèse 
extra-médullaire (foie et rate), insuffisance médullaire, 
létalité 2-6 mois post-transplantation 
(Spike et al., 2004) 
Rb
x3t/x3t




Tous les tissus 
sauf le placenta 
Légère augmentation des cellules érythroïdes immatures 
nucléées dans le sang à E13.5 qui disparaît à E15.5 ; 
l’hématopoïèse adulte paraît normale, un stress érythroïde 
induit des défauts érythroïdes dans les cellules Rb1-null 
malgré la présence de cellules sauvages (en particulier les 
macrophages) 
(Maandag et al., 
1994; Williams et al., 








 Tous les tissus La perte d’E2F2 supprime les défauts de maturation des 
érythroblastes Rb1-null, mais n’améliore pas les défauts 
placentaires des souris Rb1-null. Létalité vers E16.5 







 Tous les tissus La perte d’Id2 supprime les défauts de maturation 
érythroïde. Létalité autour de la naissance 








(pas le placenta) 
Légère augmentation des cellules érythroïdes immatures 
(similaire aux chimères Wt ; Rb1-/-). Viables jusqu’à la 
naissance 





Cyp19-Cre Placenta Légère augmentation des cellules érythroïdes immatures 
(similaire aux chimères Wt ; Rb1-/-). Létalité vers E15.5 








Anémie normocytaire ; érythropoïèse extra-médullaire 
(rate) ; défauts de maturation intrinsèques des GR (pas de 
sortie du cycle cellulaire, masse mitochondriale réduite et 
augmentation des érythroblastes CD71+). Individus viables. 




 Mox2-Cre Tissus 
embryonnaires 
(pas le placenta) 
Défauts de maturation érythroïde (pas de sortie du cycle 
cellulaire, diminution des érythroblastes basophiles, 
augmentation des érythroblastes acidophiles), 
augmentation des cellules apoptotiques 
(Zhang et al., 2010) 
Tableau 1 : Résumé des phénotypes érythropoïétiques associés à des délétions de Rb chez la souris (d'après Macleod, 
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2.2.2.b. Rb dans l’érythropoïèse : le conflit intrinsèque/extrinsèque 
La régulation du cycle cellulaire est intimement liée à la différenciation érythroïde, mais la façon 
dont ces processus sont couplés n’est pas bien connue. La protéine Rb, régulateur majeur du cycle 
cellulaire, joue un rôle important dans l’érythropoïèse. Cependant, la nature exacte de ce rôle est 
sujette à controverse depuis plus de 15 ans.  
Les souris Rb-/- meurent à environ E14.5 avec plusieurs défauts de développement, notamment un 
défaut de la maturation érythroïde causant une anémie qui est probablement la cause de la létalité 
(Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992). Les foies fœtaux Rb-/- contiennent moins de 
CFU-e et BFU-e, et les colonies formées sont peu hémoglobinisées, suggérant un défaut de 
différenciation érythroïde (Jacks et al., 1992). 
Des travaux ultérieurs ont montré que dans des souris chimères, les cellules Rbnull contribuent à la 
formation des érythrocytes matures, suggérant que les défauts érythroïdes des souris knock-out Rb-/- 
n’étaient pas dus à un effet autonome-cellulaire (Maandag et al., 1994; Williams et al., 1994). 
L’hypothèse du rôle extrinsèque de Rb est soutenue par le fait que de nombreux défauts 
embryonnaires de ces souris peuvent être expliqués par un défaut placentaire du à l’absence de pRb 
additionné d’une déficience des échanges fœtaux-maternels (Wu et al., 2003; Wenzel et al., 2007). Le 
rôle de pRb serait alors placentaire.  
Cependant, la transplantation de progéniteurs érythroïdes de foies fœtaux a montré que 
l’érythropoïèse n’est pas complètement normale en l’absence de pRb dans les cellules érythroïdes 
(Hu et al., 1997). Ces observations seraient plutôt en faveur d’un rôle intrinsèque de pRb. 
Des études ultérieures ont donné des résultats conflictuels. Il a été supposé que Rb pourrait avoir 
un rôle intrinsèque au type cellulaire mais pas intrinsèque à la cellule elle-même (non autonome-
cellulaire) dans l’érythropoïèse (Whyatt and Grosveld, 2002). Des études de souris chimères et de 
transplantation suggèrent que Rb serait nécessaire uniquement à l’érythropoïèse de stress. En 
conditions de stress, pRb est requis pour réguler l’expansion des érythroblastes et induire 
l’énucléation des réticulocytes. Une délétion de Rb in vitro induit des défauts du cycle et de la 
différenciation similaires à ceux observés in vivo. pRb aurait un rôle intrinsèque à la cellule au cours 
de l’érythropoïèse de stress (Spike et al., 2004). Grâce à des approches de culture in vitro, une équipe 
a proposé que Rb joue un rôle intrinsèque dans la maturation érythroïde. La perte de la fonction de 
pRb dans des cellules érythroïdes primaires conduit à l’inhibition de la sortie du cycle et de la 
différenciation terminale. Des études de co-cultures montrent que Rb est nécessaire de manière 
intrinsèque à la différenciation érythroïde terminale (Clark et al., 2004). 
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D’autres études suggèrent au contraire que pRb n’est pas indispensable dans les cellules 
érythroïdes mais nécessaire dans les macrophages pour la formation d’un îlot érythroblastique intact 
in vitro (Iavarone et al., 2004). 
Le groupe de Macleod suggère à nouveau un rôle intrinsèque de pRb en montrant que les 
érythroblastes Rbnull sont incapables de s’énucléer à cause de défauts dans le dernier cycle cellulaire 
avant la différenciation terminale. Ces défauts seraient dus à la dérégulation d’E2F2 (Dirlam et al., 
2007).  
Finalement, une étude in vivo a montré grâce à une délétion spécifique de pRb dans le lignage 
érythroïde, que Rb a un rôle intrinsèque au type cellulaire et intrinsèque à la cellule (autonome-
cellulaire) dans l’érythropoïèse (Sankaran et al., 2008). Son absence induit une érythropoïèse 
inefficace avec un blocage de la maturation terminale des érythroblastes. Cette étude montre qu’en 
plus d’un défaut dans la sortie du cycle cellulaire, l’absence de pRb empêche la biogenèse 
mitochondriale. Le rôle intrinsèque de Rb dans l’érythropoïèse serait alors médié par le couplage de 
la biogenèse mitochondriale à la sortie du cycle cellulaire. L’érythropoïèse en absence de pRb 
ressemble aux syndromes myélodysplasiques humains où l’on observe souvent des défauts de 
régulation du cycle et de la fonction mitochondriale. 
 
2.2.2.c. Interaction GATA-1 / pRb 
Une étude du laboratoire a montré que GATA-1 interagit directement avec pRb via un domaine 
LxCxE situé dans la partie N-terminale de GATA-1, et que cette interaction est nécessaire à la 
différenciation érythroïde terminale in vitro et in vivo (Kadri et al., 2009). En effet, l’expression d’une 
protéine GATA-1 ne pouvant plus lier Rb (GATA-1Rb-) bloque la différenciation des cellules G1E. In 
vivo, un transgène codant pour GATA-1Rb- exprimé à un niveau équivalent à l’endogène ne permet 
pas de supprimer la létalité des souris GATA-1.05, et entraîne une anémie létale embryonnaire 
(E15.5). Cette étude montre que, dans des cellules érythroïdes de stade terminal issues de foie fœtal 
murin, GATA-1 s’associe uniquement à la forme hypophosphorylée de pRb déjà associée à E2F2. Le 
tricomplexe formé GATA-1/pRb/E2F2 inhibe la prolifération des précurseurs érythroïdes en altérant 
la transition G1/S, probablement en partie par la séquestration d’E2F2. Par ailleurs, FOG-1 est 
capable de déplacer GATA-1 hors de ce complexe in vitro. Ceci pourrait permettre la libération 
d’E2F2 après phosphorylation de Rb. Parallèlement, le complexe GATA-1/FOG-1 exerce ses effets 
trancriptionnels dans le cadre du programme de différenciation érythroïde. Il est probable que des 
inducteurs exogènes exercent une régulation fine puisque GATA-1 et pRb sont tous deux régulés par 
phosphorylation (Kadri et al., 2005).  
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Cette étude apporte une base moléculaire pour l’existence d’une composante intrinsèque au rôle 
de pRb en établissant un lien physique direct entre pRb/E2F2 et le facteur de transcription majeur de 
la différenciation érythroïde GATA-1. Elle apporte également une explication moléculaire 
supplémentaire au rôle antiprolifératif de GATA-1, ainsi que des éléments nouveaux pour la 
compréhension des différents phénotypes observés chez des patients exprimant uniquement la 
forme courte GATA-1s (Wechsler et al., 2002; Hollanda et al., 2006). En effet, le domaine LNCME 
permettant l’interaction avec pRb est situé dans la partie N-terminale de GATA-1 en position 81-85. Il 
est donc délété dans la forme de courte GATA-1s qui est traduite à partir de la Met84. Cependant, les 
protéines GATA-1s et GATA-1Rb- ne sont pas fonctionnellement équivalentes. Donc la partie N-
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III. Situation du sujet 
 
S’inscrivant dans la thématique commune de l’U962 (« Thérapie génique et contrôle de 
l’expansion cellulaire ») visant à contrôler l’expansion de cellules indifférenciées, l’objectif du 
laboratoire consiste à décrypter les mécanismes moléculaires régulant la balance entre prolifération 
et différenciation érythroïde terminale. Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, deux 
types de facteurs sont impliqués dans la régulation de l’érythropoïèse : des facteurs ubiquitaires tels 
que la voie de signalisation PI3K/Akt ou la protéine pRb, et des facteurs érythroïde-spécifiques  
comme les facteurs de transcription GATA-1 et FOG-1. De manière générale, les protéines 
ubiquitaires ont été impliquées dans le contrôle de la survie et la prolifération, tandis que les facteurs 
spécifiques sont décrits comme régulant la différenciation. Cependant, plusieurs éléments suggèrent 
des interconnexions entre ces deux types de facteurs.  
Si l’on regarde notamment les modèles d’invalidation génique de ces différents acteurs, on 
remarque que l’invalidation des facteurs spécifiques GATA-1, FOG-1 ou l’abrogation de leur 
interaction (mutation GATA-1V205G) entraîne une létalité embryonnaire due à des défauts de 
l’érythropoïèse primitive et définitive. L’analyse des cellules issues de ces différents embryons 
montre un arrêt de la différenciation au stade proérythroblaste (Tableau 2). 
 
Tableau 2 : Invalidations géniques des facteurs érythroïde-spécifiques 
L’invalidation de GATA-1, FOG-1 ou l’abrogation de leur interaction entraîne une létalité embryonnaire entre E10.5-E12.5 
par anémie avec blocage de la maturation érythroïde (Fujiwara et al., 1996; Tsang et al., 1998; Chang et al., 2002). 
 
68      INTRODUCTION 
Si l’on compare l’invalidation des facteurs ubiquitaires PI3K et pRb au stade E14.5, on observe 
également des défauts de l’érythropoïèse définitive (Tableau 3).  
 
Tableau 3 : Invalidations géniques des facteurs ubiquitaires 
L’invalidation de la sous-unité p85α de la PI3K et de pRb entraîne des défauts de l’érythropoïèse terminale au cours du 
développement (Huddleston et al., 2003; Zhang et al., 2010). 
 
Ces éléments vont dans le sens d’une implication globale de GATA-1/FOG-1 et pRb/PI3K/Akt 
dans l’étape de différenciation érythroïde terminale. 
 
Avant mon arrivée, deux études du laboratoire ont d’ailleurs établi des liens directs entre ces 
deux types de facteurs.  
La première étude a montré que : 
1) GATA-1 est phosphorylé par Akt sur la Ser310 en réponse à la signalisation Epo/PI3K, 
établissant pour la première fois un lien direct entre la signalisation Epo et le facteur de transcription 
érythroïde GATA-1 ; 
2) la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 semble favoriser la différenciation érythroïde 
puisque l’expression d’une protéine non phosphorylable (GATA-1S310A) entraîne une 
hémoglobinisation des cellules de la lignée cellulaire gata-1-/- (G1E) réduite de 50% par rapport à la 
protéine GATA-1 sauvage (Kadri et al., 2005). 
Dans le même ordre d’idée, Zhao et coll. montrent que l’expression de GATA-1S310A dans les 
mêmes cellules diminue l’induction d’expression de gènes érythroïdes GATA-1-dépendants comme 
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Quel est alors le rôle moléculaire de la phosphorylation de GATA-1 et comment agit-elle sur la 
différenciation érythroïde ? 
 
 
Illustration 26 : Quel est le rôle de la phosphorylation de GATA-1 dans la différenciation érythroïde ? 




La seconde étude du laboratoire a montré que : 
1) GATA-1 possède un domaine de liaison à pRb et forme un tricomplexe GATA-1/pRb/E2F 
capable d’inhiber la prolifération en induisant un blocage du cycle cellulaire en phase G1. Ces 
données apportent une explication moléculaire au rôle antiprolifératif de GATA-1 décrit depuis 
plusieurs années dans la littérature (Dubart et al., 1996; Rylski et al., 2003) ; 
2) le blocage de la prolifération par GATA-1/pRb/E2F est une étape essentielle à l’érythropoïèse 
terminale car l’expression d’une protéine incapable de lier pRb (GATA-1Rb-) bloque la différenciation 
érythroïde de la lignée G1E in vitro, et entraîne une létalité embryonnaire (E15.5) in vivo ; 
3) le complexe GATA-1/pRb/E2F peut être déplacé par FOG-1 in vitro, proportionnellement à la 
quantité de FOG-1 présente, conduisant à la formation du complexe GATA-1/FOG-1, et induisant la 
reprise de la prolifération ; 
Il existe alors un équilibre moléculaire entre le complexe GATA-1/pRb/E2F inhibant la 
prolifération cellulaire et le complexe GATA-1/FOG-1 permettant la différenciation érythroïde. 
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Quels sont les mécanismes moléculaires permettant la dissociation de GATA-1/pRb par FOG-1 
et régulant ainsi l’équilibre moléculaire ? 
 
 
Illustration 27 : Quels mécanismes régulent l’équilibre moléculaire entre GATA-1/pRb et GATA-1/FOG-1 ? 
GATA-1 forme un complexe avec la protéine pRb qui régule la prolifération. Ce complexe peut être déplacé par la présence 
de FOG-1. 
 
Nous avons alors posé l’hypothèse que la phosphorylation de GATA-1 par Akt permettrait de 
réguler l’équilibre moléculaire entre GATA-1/pRb et GATA-1/FOG-1, contrôlant ainsi la balance 
entre prolifération et différenciation érythroïde. 
 
Ainsi, mon travail de thèse s’articule en trois parties : 
1) Quel est le rôle moléculaire de la phosphorylation de GATA-1 par Akt ? 
Pour répondre à cette question, j’ai tout d’abord mis au point la visualisation de la phosphorylation 
de GATA-1 sur la Ser310 dans des modèles in vitro. J’ai ensuite étudié, dans ces mêmes modèles, 
l’effet de cette phosphorylation sur les interactions de GATA-1 avec ses partenaires (FOG-1 et pRb) 
puis sur les fonctions de GATA-1. Cette étude a permis d’établir un modèle moléculaire dans lequel la 
phosphorylation de GATA-1 régulerait sa répartition dans les deux complexes GATA-1/pRb et GATA-
1/FOG-1. 
2) Le modèle moléculaire établi peut-il être appliqué pour restaurer la différenciation 
érythroïde dans un modèle de pathologie humaine ?  
Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, il existe plusieurs mutations de GATA-1 
abrogeant l’interaction GATA-1/FOG-1 qui entraînent chez des patients des défauts du 
développement érythropoïétique. La sévérité du phénotype est directement liée à l’affinité de GATA-
1 pour FOG-1 : plus l’interaction est réduite, plus le phénotype est sévère. L’une de ces mutations, 
GATA-1-V205M/G, entraîne une létalité embryonnaire chez la souris et ne permet pas d’induire la 
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différenciation érythroïde de la lignée G1E. Nous avons alors posé l’hypothèse que l’application de 
notre modèle moléculaire pourrait restaurer la différenciation érythroïde d’un modèle GATA-1-
V205G in vitro. 
3) Quels sont les mécanismes mis en place in vivo permettant de compenser l’absence de 
phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 ? 
Les résultats obtenus dans les parties 1) et 2) laissent supposer que la phosphorylation de GATA-1 
par Akt joue un rôle important au cours de l’érythropoïèse terminale. Cependant, les souris 
exprimant une protéine GATA-1 non phosphorylable (GATA-1S310A) sont viables et ne présentent 
aucun phénotype évident. L’érythropoïèse terminale de ces souris ne semble pas être perturbée. Il 
semble donc que la phosphorylation de GATA-1 ne soit pas indispensable in vivo. Nous avons alors 
posé l’hypothèse de l’existence d’un ou plusieurs mécanismes moléculaires permettant de 
compenser l’absence de phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 in vivo. Ainsi, cette dernière partie 
est consacrée à la recherche de ces éventuels mécanismes. 
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I. Rôle de la phosphorylation de GATA-1 par Akt : 
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Dans cette première partie, nous avons cherché à définir le rôle moléculaire et fonctionnel de la 
phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 par Akt. Pour pouvoir réaliser une étude biochimique, nous 
avons tout d’abord validé les conditions expérimentales permettant la visualisation de la 
phosphorylation de GATA-1 par Akt, et en particulier l’utilisation d’un anticorps spécifique de la 
Ser310 phosphorylée. Ainsi, nous avons pu étudier le rôle de cette phosphorylation dans les 
interactions de GATA-1 avec ses partenaires. Enfin, nous nous sommes intéressés au rôle de la 
phosphorylation dans les fonctions de GATA-1. 
 
1. Validation des conditions expérimentales pour l’étude de la 
phosphorylation de GATA-1 par Akt 
 
1.1. Validation d’un anticorps spécifique de la Ser310 phosphorylée pour la 
visualisation directe de la phosphorylation de GATA-1 
Jusqu’à présent, le laboratoire utilisait une technique indirecte pour visualiser la phosphorylation 
de GATA-1 sur la Sérine en position 310. Cette technique consistait à précipiter spécifiquement la 
protéine GATA-1 et visualiser la phosphorylation à l’aide d’un anticorps dirigé contre les résidus Ser 
ou Thr phosphorylés au sein de la séquence consensus cible d’Akt (RXRXXS/T où X est un acide aminé 
quelconque) (Kadri et al., 2005). Cette technique présente cependant certaines limites. Tout d’abord, 
en raison de la grande variété des cibles cellulaires d’Akt, il faut préalablement purifier la protéine 
GATA-1, ce qui nécessite de disposer d’une grande quantité de cellules. Il est donc difficile d’étudier 
la différenciation érythroïde terminale ou de travailler sur des échantillons de patients où le nombre 
de cellules est limité. Ensuite, il s’agit d’une visualisation indirecte à l’aide d’un anticorps dirigé 
contre un épitope dégénéré. Cet anticorps n’étant pas spécifique de la protéine GATA-1, les 
interprétations sont limitées. 
Au début de mon travail de thèse, un nouvel anticorps spécifique de la forme phosphorylée de 
GATA-1 a été commercialisé par la société Santa Cruz. Cet anticorps est décrit comme reconnaissant 
spécifiquement la séquence d’acides aminés entourant la Sérine 310 phosphorylée de GATA-1 (noté 
α-GATA-1pS310). La validation de ce nouvel outil s’est effectuée en deux étapes : 1) par l’utilisation 
d’un modèle cellulaire non érythroïde (NIH-3T3) où nous avons exprimé de façon exogène des 
formes phosphorylables et non phosphorylables de GATA-1 ; 2) par l’utilisation d’un modèle 
érythroïde Epo-dépendant (UT-7/Epo) exprimant GATA-1 de manière endogène et dans lequel la 
phosphorylation de GATA-1 peut être modulée par l’Epo. 
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1.1.1. Visualisation de la phosphorylation de GATA-1 dans un modèle non 
érythroïde 
La première étape de validation de l’anticorps α-GATA-1pS310 était d’établir si son utilisation 
permettait de discriminer des épitopes phosphorylés et non phosphorylés, et ce dans des conditions 
dénaturantes et/ou natives. Pour répondre à cette question, l’approche la plus simple était de 
comparer les signaux obtenus par Western Blot et par immunoprécipitation pour une forme 
phosphorylable versus une forme non-phosphorylable de GATA-1. Nous avons utilisé une lignée 
cellulaire non érythroïde, la lignée NIH-3T3, qui n’exprime pas GATA-1 de façon endogène et nous 
l’avons transduite à l’aide de vecteurs rétroviraux codant ou non (MigR) pour différentes formes de 
GATA-1 : 
- GATA-1-WT  pour la protéine sauvage 
- GATA-1-S310D  où la Sérine 310 n’est pas phosphorylable, mais dont la présence d’un radical 
acide sur le résidu Aspartate mime une phosphorylation. 
- GATA-1-S310A pour une forme non phosphorylable de la protéine où la Sérine 310 est 
remplacée par une Alanine. 
Les résultats sont présentés Figure 1.  
 
Figure 1 : L’anticorps α-GATA-1pS
310
 permet de discriminer les formes non phosphorylables de la forme sauvage 
phosphorylée de GATA-1 en conditions dénaturantes 
Les cellules NIH-3T3 sont transduites à l’aide de vecteurs rétroviraux codant pour la protéine GATA-1 sauvage (GATA-1-WT), 
deux formes mutées non phosphorylables par Akt (GATA-1-S310D et GATA-1-S310A) ou avec le vecteur vide (MigR). Les 
cellules sont lysées, puis la fraction nucléaire (20 µg de protéines) est résolue par Western Blot pour chaque condition de 





Les cellules NIH-3T3 n’exprimant pas la protéine GATA-1, aucun signal n’est détecté dans les 
cellules MigR. La protéine GATA-1 est observée dans les cellules exprimant la protéine sauvage 
GATA-1-WT ainsi que les deux formes mutées GATA-1-S310A et GATA-1-S310D. Par contre, la forme 
phosphorylée sur la Sérine 310 est détectée par l’anticorps α-GATA-1pS310 dans les cellules exprimant 
la protéine sauvage mais pas dans celles exprimant les formes non phosphorylables. Comme ces 
mutations suppriment le site de phosphorylation, les protéines mutantes ne peuvent pas être 
phosphorylées par Akt. Nous avons donc montré que l’anticorps α-GATA-1pS310 permet de 
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Figure 2 : L’anticorps α-GATA-1pS
310
 permet de discriminer la forme non phosphorylable de la forme sauvage 
phosphorylée de GATA-1 en conditions natives 
A. Les extraits nucléaires des cellules transduites à l’aide des vecteurs vide (MigR), codant pour la protéine GATA-1 sauvage 
(GATA-1-WT) ou la protéine mutée GATA-1-S310A sont incubés avec des IgG (Isotype) ou avec différents anticorps dirigés 
contre la protéine GATA-1 phosphorylée (α-GATA-1pS
310
), la protéine GATA-1 totale (α-GATA-1) ou la nucléophosmine (α-
Nph : contrôle d’IP). Les extraits avant IP (Input 25µg), les protéines précipitées (Billes) ainsi que le surnageant de l’IP α-
GATA-1pS
310
 (Post-IP 25µg) sont analysés en Western Blot. B. Les membranes obtenues sont révélées à l’aide des anticorps 
α-GATA-1, α-GATA-1pS
310
 et α-Nph. Les différents types de cellules transduites sont indiqués en vert. Les protéines 
présentes dans les extraits GATA-1-WT sont identifiées par des rectangles rouges, celles présentes dans les extraits GATA-1-
S310A par des rectangles bleus. 
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Pour étudier la spécificité de l’anticorps sur protéines natives, nous avons effectué une 
immunoprécipitation (IP) sur des lysats nucléaires de cellules NIH-3T3-MigR, -GATA-1-WT et GATA-1-
S310A. Pour chaque condition de transduction, quatre immunoprécipitations ont été réalisées : une 
IP contrôle (Isotype), une IP de GATA-1 totale (α-GATA-1), une IP de GATA-1 phosphorylée (α-GATA-
1pS310) et une IP de la nucléophosmine (α-Nph), protéine nucléaire servant de contrôle positif. Les 
extraits nucléaires avant IP (Input), les produits d’IP obtenus dans chaque condition (Billes), ainsi que 
les surnageants restant après l’IP α-GATA-1pS310 (Post-IP), ont été analysés par Western Blot. Les 
résultats sont présentés Figure 2. 
Les cellules MigR n’exprimant pas la protéine GATA-1, aucun signal GATA-1 n’est détecté (pistes 1, 
5-8). Comme précédemment, avant IP, GATA-1 est révélé par les anticorps α-GATA-1 et α-GATA-
1pS310  pour les cellules GATA-1-WT (2), mais uniquement par l’anticorps α-GATA-1 pour les cellules 
GATA-1-S310A (3). 
Les résultats d’IP sur les cellules GATA-1-WT (rectangles rouges) montrent que l’on détecte la 
protéine totale (GATA-1) et phosphorylée (GATA-1pS310) dans les produits des IP α-GATA-1 (10) et α-
GATA-1pS310 (11). Après IP α-GATA-1pS310, on ne retrouve pas de signal GATA-1 (18), ce qui indique 
que la totalité des protéines GATA-1 exprimées dans les NIH-3T3 est phosphorylée et a été précipitée 
efficacement. Pour les extraits GATA-1-S310A (rectangles bleus), l’anticorps α-GATA-1 précipite la 
protéine qui est alors reconnue uniquement par l’anticorps α-GATA-1 (14). L’anticorps α-GATA-1pS310 
ne précipite aucune protéine GATA-1 (15), et on retrouve bien la protéine GATA-1 non phosphorylée 
dans le surnageant après IP α-GATA-1pS310 (19). L’anticorps α-GATA-1pS310 permet donc de 
discriminer la forme non phosphorylable de GATA-1 de la forme sauvage phosphorylée en 
conditions natives. 
 
L’ensemble de ces résultats indique que l’anticorps α-GATA-1pS310 est capable de discriminer la 
forme phosphorylée de GATA-1 lorsque le niveau basal (négatif) est donné par une forme non-
phosphorylable. Cette reconnaissance est possible en conditions dénaturantes (Western Blot) ou 
natives (IP). 
 
1.1.2. Visualisation de la phosphorylation endogène de GATA-1 dans un 
modèle érythroïde  
Jusqu’ici, nous avons montré que l’anticorps α-GATA-1pS310 pouvait détecter en Western Blot et 
en immunoprécipitation la forme sauvage de GATA-1 mais pas les formes mutées sur le site de 
phosphorylation. L’anticorps α-GATA-1pS310 est-il capable de différencier le même épitope sous sa 
forme phosphorylée et non phosphorylée ? Pour répondre à cette question, nous avons utilisé la 
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lignée érythro-leucémique humaine UT-7/Epo. Afin de créer des conditions où la phosphorylation de 
GATA-1 est modulée, nous nous sommes placés d’une part dans des conditions de déprivation où la 
signalisation cellulaire est éteinte, ce qui nous permet de définir un taux basal de détection, et 
d’autre part dans des conditions de stimulation où la signalisation est fortement activée et où l’on 
devrait donc observer une phosphorylation. 
Pour cela, les cellules UT-7/Epo subissent tout d’abord une mise au repos qui permet d’éteindre 
les voies de signalisation. Durant cette étape, les cellules sont privées de facteurs de croissance : elles 
multiplient alors le nombre d’Epo-R à leur surface de manière à augmenter leur seuil de détection de 
l’Epo (Hermine et al., 1992). Suite à cette déprivation, les cellules sont stimulées (+) ou non (-) par 
10U/mL d’Epo afin d’activer fortement les voies de signalisation cellulaire Epo-dépendantes. Pour 
éteindre spécifiquement la voie PI3K/Akt et définir au mieux le niveau basal, nous avons également 
utilisé le LY294002, un inhibiteur spécifique de la PI3K. Après lyse des cellules, les fractions 
cytoplasmiques (C) et nucléaires (N) sont analysées par Western Blot (Figure 3A). Pour normaliser les 
signaux de phosphorylation, les signaux GATA-1pS310 et GATA-1 sont quantifiés (logiciel ImageJ) et le 
ratio des deux est calculé (Figure 3B).          
 
 
Figure 3 : L’anticorps α-GATA-1pS
310
 est capable de discriminer les formes phosphorylée et non phosphorylée de la 
protéine GATA-1 endogène 
A. Les cellules UT-7/Epo sont privées de facteurs de croissance pendant 16h, puis incubées (+) ou non (-) 30 min avec du 
LY294002, un inhibiteur de la PI3K, et stimulées (+) ou non (-) 10 min avec 10U/mL d’Epo. Les fractions cytoplasmiques (C) 
et nucléaires (N) sont analysées par Western Blot pour la présence et l’état de phosphorylation des protéines GATA-1, Akt 
et FOXO3A. B. La quantité de GATA-1pS
310
 détectée est quantifiée et rapportée à la quantité de GATA-1 totale pour chaque 
condition (déprivées (-), incubées avec le LY294002 et stimulées par l’Epo). Les résultats sont la moyenne (+/- SEM) de trois 
expériences indépendantes. 
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Les résultats obtenus par Western Blot montrent que la protéine GATA-1 se trouve exclusivement 
dans la fraction nucléaire et est en quantité équivalente dans les trois conditions de culture. En ce qui 
concerne l’état de phosphorylation de GATA-1, le signal GATA-1pS310 est plus important dans les 
conditions de stimulation par l’Epo comparativement au niveau basal représenté ici par les 
conditions non stimulées (-) avec ou sans inhibiteur de la voie PI3K (LY294002). Le ratio signal GATA-
1pS310/signal GATA-1 confirme ce résultat (Figure 3B) : en condition de stimulation (Epo), on détecte 
une phosphorylation plus de trois fois supérieure à celle détectée quand la signalisation est éteinte (- 
et LY294002).  
La sérine 310 de GATA-1 étant la cible d’Akt, nous avons estimé l’état d’activation d’Akt en 
évaluant son état de phosphorylation sur la Ser473 dans les différentes conditions (Figure 3A). Tout 
d’abord, nous pouvons constater que la même quantité de protéine Akt est présente dans toutes les 
fractions cytoplasmiques. Par contre, la forme phosphorylée n’est détectée qu’en condition de 
stimulation Epo. Ce résultat est cohérent avec les données bibliographiques sur la signalisation Epo 
(Bouscary et al., 2003). Nous avons également estimé l’état d’activation d’une autre cible d’Akt, le 
facteur de transcription FOXO3A, en examinant sa localisation subcellulaire. En effet, FOXO3A est 
une protéine majoritairement nucléaire sous forme non phosphorylée, mais sa phosphorylation par 
Akt activé par l’Epo entraîne sa relocalisation dans le cytoplasme (Biggs et al., 1999). Les résultats 
obtenus coïncident avec ces données puisqu’en condition de déprivation, on retrouve FOXO3A 
principalement nucléaire, avec seulement une faible quantité dans la fraction cytoplasmique, tandis 
qu’en condition de stimulation, la totalité de la protéine est cytoplasmique donc phosphorylée. On 
remarque d’ailleurs une migration différentielle reflétant l’état de phosphorylation de la protéine en 
réponse à l’Epo. 
L’ensemble de ces résultats montre que, dans nos conditions de culture, nous pouvons éteindre 
ou activer la signalisation cellulaire Epo-dépendante selon des conditions de déprivation, d’inhibition 
par le LY294002, ou de stimulation par l’Epo. Dans ces conditions, l’anticorps α-GATA-1pS310 est 
capable de discriminer les formes phosphorylée et non phosphorylée de GATA-1. 
Toutefois, nous pouvons nous interroger sur la nature du signal basal GATA-1pS310 observé en 
condition de déprivation (-) et d’inhibition de la PI3K (LY294002). Ce signal n’était pas observé dans le 
modèle non érythroïde exprimant les protéines GATA-1-S310A et GATA-1-S310D mutées sur le site 
de phosphorylation. Il aurait pu s’agir d’une phosphorylation résiduelle de GATA-1, mais nous avons 
vu que la kinase Akt n’est pas activée dans ces conditions. Nous pouvons alors supposer qu’il s’agit 
d’un signal aspécifique : si l’anticorps α-GATA-1pS310 ne reconnaît pas les épitopes où la Ser310 est 
mutée (S310A et S310D voir Figure 1), il semble reconnaître faiblement l’épitope sauvage non 
phosphorylé en conditions dénaturantes. La forte augmentation du signal observée en conditions de 
stimulation permet cependant de discriminer la forme phosphorylée de GATA-1. 
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A cette étape de l’étude, nous avons validé l’utilisation de l’anticorps α-GATA-1pS310 pour 
détecter efficacement la phosphorylation de GATA-1 dans un  modèle érythroïde. 
 
1.2. Détermination des conditions optimales pour l’étude de la phosphorylation 
Epo-dépendante de GATA-1 
Nous avons montré que nous pouvions discriminer les formes phosphorylées et non 
phosphorylées de GATA-1 à l’aide de l’anticorps α-GATA-1pS310. Si le niveau basal de détection a été 
clairement établi en condition de déprivation, nous ne savons pas si nous sommes dans des 
conditions optimales de stimulation. Les conditions de dose et de temps de stimulation utilisées pour 
la mise au point de l’anticorps (10U/mL d’Epo, 10 min.) étaient inspirées des études classiques de 
signalisation par l’Epo dans les cellules UT-7/Epo (Bouscary et al., 2003). Ces conditions sont 
optimales pour étudier l’activation de la kinase Akt, mais quelles sont les valeurs optimales 
spécifiques à la visualisation de la phosphorylation de GATA-1 ? 
Pour répondre à cette question, nous avons déterminé les conditions de stimulation pour 
lesquelles on détecte une phosphorylation de GATA-1 maximale. Pour cela, nous avons analysé la 
phosphorylation de GATA-1, tout d’abord en fonction de la concentration d’Epo administrée puis en 
fonction de la durée de stimulation. 
 
1.2.1. Détermination de la dose optimale d’Epo pour l’étude de la 
phosphorylation Epo-dépendante de GATA-1 
Les cellules UT-7/Epo sont déprivées puis stimulées par différentes doses d’Epo allant de 0 à 
10U/mL durant 10 min. Comme précédemment, les fractions cytoplasmiques (C) et nucléaires (N) 
sont analysées par Western Blot (Figure 4). 
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Figure 4 : Détermination de la dose optimale d’Epo pour l’étude de la phosphorylation de GATA-1 Epo-dépendante 
A. Les cellules UT-7/Epo sont mises au repos pendant 16h puis stimulées avec différentes concentrations d’Epo (0 à 
10U/mL) pendant 10 min. Après lyse, les fractions cytoplasmiques (C) et nucléaires (N) sont analysées par Western Blot. B. 




 sont quantifiées et rapportées à la quantité de GATA-1 totale et Akt totale 
respectivement. 
 
La quantité de protéine GATA-1 totale est relativement équivalente pour toutes les conditions de 
stimulation. Par contre, la phosphorylation varie en fonction de la quantité d’Epo administrée. En 
effet, pour des concentrations d’Epo de 0 à 0,1U/mL, on observe un taux basal de signal GATA-1pS310. 
Une phosphorylation plus importante est détectée avec des concentrations allant de 0,5 à 10 U/mL. 
Si on regarde l’état de phosphorylation d’Akt, on observe un effet identique : le signal est obtenu à 
partir de 0,5U/mL d’Epo. Il est maximal à 10U/mL d’Epo. 
L’étude de la phosphorylation de GATA-1 devra donc s’effectuer après stimulation des cellules 
avec des concentrations d’Epo comprises entre 0,5 et 10 U/mL.  
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1.2.2. Détermination de la durée de stimulation optimale pour l’étude de la 
phosphorylation Epo-dépendante de GATA-1 
Les cellules UT-7/Epo sont mises au repos dans du milieu de déprivation pendant 16h puis 
stimulées par 10U/mL d’Epo. La réaction est arrêtée après différents temps de stimulation allant de 0 
à 4h. Les fractions cytoplasmiques et nucléaires sont alors analysées en Western Blot (Figure 5). 
 
Figure 5 : Détermination de la durée de stimulation optimale pour l’étude de la phosphorylation de GATA-1 Epo-
dépendante 
A. Les cellules UT-7/Epo sont mises au repos pendant 16h puis stimulées avec 10U/mL d’Epo pendant différents temps (0 à 





 sont quantifiées et rapportées à la quantité de GATA-1 totale et d’Akt totale respectivement. 
  
 
Dès la première minute de stimulation, on observe un signal Akt-pS473. L’activation d’Akt est 
maximale pour une durée de stimulation comprise entre 2 et 10 minutes. On observe cependant une 
extinction rapide du signal : au-delà de 10 minutes de stimulation, la phosphorylation d’Akt revient à 
un niveau basal. En revanche, pour une stimulation de 0 à 5 minutes, on observe un taux basal de 
signal GATA-1pS310. Puis à partir de 10 minutes de stimulation, la phosphorylation de GATA-1 devient 
visible et perdure jusqu’à 4h de stimulation (240 min). 
Pour étudier la protéine GATA-1 phosphorylée en réponse à l’Epo, nous nous placerons à une 
durée de stimulation comprise entre 10 minutes et 4h. 
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En conclusion, les conditions optimales définies pour étudier l’activation d’Akt permettent 
également la visualisation optimale de la phosphorylation Epo-dépendante de GATA-1. Pour la 
suite de l’étude, les cellules UT-7/Epo seront stimulées par 10U/mL d’Epo pendant 10 minutes. 
 
 
2. Quel est le rôle de la phosphorylation dans les interactions de GATA-
1 avec ses partenaires FOG-1 et pRb ? 
 
Deux études, dont une du laboratoire, ont montré que la phosphorylation de GATA-1 sur la 
Ser310 semblait avoir un effet sur la différenciation érythroïde (Kadri et al., 2005; Zhao et al., 2006). 
Cependant, elle ne semble pas avoir d’influence sur la stabilité de la protéine ni sur sa liaison à l’ADN. 
Nous avons alors posé l’hypothèse que la phosphorylation jouerait un rôle dans l’interaction de 
GATA-1 avec ses partenaires. Le laboratoire étudie actuellement les interactions de GATA-1 avec 
deux de ses partenaires : FOG-1 et pRb. L’interaction GATA-1/FOG-1 est essentielle à la mise en place 
du phénotype érythroïde et en particulier à la transcription de nombreux gènes érythroïdes. Nous 
avons alors choisi d’étudier l’effet de la phosphorylation de GATA-1 sur l’interaction GATA-1/FOG-1. 
Pour cela, nous avons utilisé dans un premier temps la co-immunoprécipitation. En effet, les outils 
nécessaires à cette technique ont été mis au point dans le chapitre précédent. De plus, cette 
technique peut être utilisée dans des modèles cellulaires exprimant les protéines d’intérêt de 
manière endogène et où la phosphorylation de GATA-1 peut être modulée. Dans un second temps, 
nous avons étudié l’interaction GATA-1/FOG-1 par la technique du double hybride chez la levure. 
Historiquement, c’est par cette technique que la protéine FOG-1 a été identifiée comme partenaire 
de GATA-1 (Tsang et al., 1997). C’est d’ailleurs de là qu’elle tire son nom. Nous avons alors choisi 
d’utiliser cette méthode pour notre étude. 
 
2.1. Etude du rôle de la phosphorylation de GATA-1 dans l’interaction GATA-
1/FOG-1 par co-immunoprécipitation 
Afin d’évaluer l’effet de la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 sur l’interaction avec son 
cofacteur FOG-1, nous avons d’une part modulé la phosphorylation endogène de GATA-1 dans une 
lignée érythro-leucémique (UT-7/Epo) et d’autre part exprimé de manière exogène des protéines 
GATA-1 mutées sur la Ser310 dans une lignée non érythroïde (NIH-3T3). Dans les deux cas, 
l’interaction GATA-1/FOG-1 a été analysée par co-immunoprécipitation. 
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2.1.1. Modulation de la phosphorylation endogène de GATA-1 – lignée UT-
7/Epo 
Dans le chapitre précédent, nous avons défini les conditions optimales de visualisation de la 
phosphorylation de GATA-1 dans les cellules UT-7/Epo en réponse à l’Epo. Nous avons également 
montré que l’anticorps α-GATA-1pS310 pouvait être utilisé en IP. Pour évaluer le rôle de la 
phosphorylation de GATA-1 dans l’interaction avec FOG-1, nous avons alors modulé l’état de 
phosphorylation de GATA-1 et testé les interactions GATA-1/FOG-1 par IP sur des lysats nucléaires de 
cellules UT-7/Epo. Les résultats sont présenté Figure 6. 
 
Figure 6 : FOG-1 interagit uniquement avec la forme phosphorylée de la protéine GATA-1 endogène 
Une immunoprécipitation de la protéine GATA-1 totale (α-GATA-1) et de la forme phosphorylée (α-GATA-1pS
310
) a été 
réalisée à partir de 500 µg d’extraits nucléaires de cellules UT-7/Epo déprivées puis stimulées (+Epo) ou non (-Epo) par 
10U/mL d’Epo. Deux contrôles d’IP (isotype et Nph) sont inclus. Les protéines avant IP (5% input : 25µg), 
immunoprécipitées (IP) ou non précipitées (post-IP équivalent à 25µg de protéines) sont analysées par Western Blot. En 
condition de déprivation (-Epo), la protéine GATA-1 n’est pas phosphorylée et ne précipite pas FOG-1 (rectangles bleus). En 
condition de stimulation (+Epo), la protéine GATA-1 est phosphorylée (signal GATA-1pS
310
) et précipite FOG-1 (rectangles 
rouges). 
 
Dans les extraits non stimulés (-Epo), on ne détecte aucun signal α-GATA-1pS310 (pistes 1-9) et 
aucune protéine n’a été précipitée par cet anticorps (4). La protéine GATA-1 est retrouvée 
uniquement dans le surnageant post-IP α-GATA-1pS310 (8). Ce résultat indique que la phosphorylation 
de GATA-1 est entièrement éteinte. Dans ces conditions, on remarque que la protéine FOG-1 n’est 
révélée que dans les surnageants post-IP (6-9) : aucune protéine FOG-1 n’a été co-précipitée avec 
GATA-1 (3,4) (rectangles bleus). 
Dans les extraits stimulés (+Epo), la forme phosphorylée de GATA-1 est révélée dans l’IP α-GATA-
1pS310 (14) mais pas dans le surnageant post-IP correspondant (18) : la totalité des protéines 
phosphorylées ont été précipitées. Cependant, on détecte un léger signal GATA-1 dans le surnageant 
post-IP α-GATA-1pS310 (18), ce qui indique qu’il reste une fraction de GATA-1 non phosphorylée. En 
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ce qui concerne la protéine FOG-1, on la retrouve en totalité dans les IP α-GATA-1 (13) et α-GATA-
1pS310 (14) (rectangles rouges). 
L’ensemble de ces résultats indique qu’en conditions non stimulées, FOG-1 ne co-précipite pas 
avec GATA-1. Par contre, en conditions de stimulation, la majorité de GATA-1 est phosphorylée, et 
elle co-précipite la totalité de FOG-1. Nous pouvons donc conclure que FOG-1 interagit uniquement 
avec la forme phosphorylée de GATA-1. 
 
2.1.2. Expression exogène de protéines GATA-1 mutées sur la Ser310 – 
lignée NIH-3T3 
Nous avons testé l’effet de la phosphorylation sur l’interaction GATA-1/FOG-1 dans un modèle 
non érythroïde à l’aide des protéines GATA-1 mutées sur la Ser310. Nous avons alors exprimé, par 
transduction dans les cellules NIH-3T3, les différentes formes de GATA-1 : sauvage (WT), non 
phosphorylable (S310A) et mimant une phosphorylation constitutive (S310D). Ces cellules ont 
ensuite été transfectées ou non par FOG-1. Puis, nous avons analysé l’interaction GATA-1/FOG-1 par 
co-immunoprécipitation. Les résultats sont présentés Figure 7. 
 
 
Figure 7 : FOG-1 interagit uniquement avec les formes sauvage (WT) et mimant une phosphorylation constitutive (S310D) 
de GATA-1 dans un modèle reconstitué 
Les cellules NIH-3T3 ont été transduites par des vecteurs rétroviraux codant pour GATA-1-WT, GATA-1-S310A, GATA-1-
S310D. Elles ont ensuite été transfectées ou non par un vecteur codant pour FOG-1. Après lyse des cellules, des co-
immunoprécipitations α-GATA-1 et α-FOG-1 sont réalisées sur les fractions nucléaires puis analysées par Western Blot. 
 
Les résultats de l’IP α-GATA-1 montrent que les protéines GATA-1-WT, -S310A et -S310D sont 
exprimées de manière équivalente dans toutes les conditions. 
L’IP α-FOG-1 montre que les protéines GATA-1-WT et -S310D sont co-précipitées avec FOG-1. En 
revanche, on ne détecte aucun signal dans les extraits des cellules exprimant GATA-1-S310A, cette 
protéine n’est donc pas précipitée par l’IP α-FOG-1.  
Ces résultats indiquent que la protéine FOG-1 interagit avec la forme sauvage GATA-1-WT et la 
forme GATA-1-S310D qui mime une phosphorylation constitutive de la protéine. Par contre, elle ne 
semble pas interagir avec la forme non phosphorylable GATA-1-S310A. Cela confirme les résultats 
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obtenus précédemment dans les UT-7/Epo stimulées : FOG-1 interagit uniquement avec la forme 
phosphorylée de GATA-1. 
 
2.2. Etude du rôle de la phosphorylation de GATA-1 dans l’interaction GATA-
1/FOG-1 par la technique du double hybride chez la levure 
Les résultats obtenus jusqu’à présent en IP dans des modèles érythroïde avec une 
phosphorylation endogène, et non érythroïde avec l’expression de mutants du site de 
phosphorylation, ont montré que FOG-1 interagit uniquement avec la forme phosphorylée sur la 
Ser310 de GATA-1. Nous pouvons alors supposer que la phosphorylation de GATA-1 est nécessaire à 
l’interaction GATA-1/FOG-1. Nous avons alors souhaité confirmer cette théorie par une méthode 
différente. 
Une autre technique permettant de détecter une interaction protéique est la technique du double 
hybride chez la levure. Elle consiste à reconstituer, par l’intermédiaire de deux interactants, un 
facteur de transcription actif qui permet la pousse de la levure en milieu sélectif. Chez la levure, il 
existe un facteur de transcription appelé Gal4 qui lie une séquence UAS dans le promoteur de ses 
gènes cibles et active leur transcription. Dans le système double hybride, une protéine X est 
fusionnée au domaine de liaison à l’ADN de Gal4, noté LexA, qui va se lier à la séquence UAS dans le 
promoteur du gène His3. Par ailleurs, une protéine Y est fusionnée au domaine activateur de Gal4, 
noté Gal4AD, qui permettra l’activation du gène His3. Le gène His3 code pour une enzyme qui 
catalyse la dernière étape de la biosynthèse de l’Histidine. Si les deux protéines X et Y interagissent 
entre elles, elles entraîneront le rapprochement des deux domaines de Gal4, LexA et Gal4AD, et 
permettront la transcription du gène His3 et donc la pousse de la levure sur un milieu sélectif sans 
Histidine. Si les deux protéines n’interagissent pas, la levure ne poussera pas sur milieu sélectif 
(Figure 8). 
 
Figure 8 : Principe du double hybride chez la levure 
Une protéine X et une protéine Y sont fusionnées respectivement au domaine de liaison à l’ADN LexA et au domaine 
transactivateur Gal4AD d’un facteur de transcription de levure. Ces protéines de fusion sont ensuite exprimées dans des 
levures. L’interaction X/Y permet de reconstituer le facteur de transcription et d’activer la transcription du gène HIS3, ce qui 
permet alors la pousse des levures sur milieu sélectif (sans Histidine). 
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Le but de notre étude était de tester l’interaction des différents mutants de phosphorylation de 
GATA-1 avec FOG-1 par cette technique de double hybride chez la levure. Cette analyse a été réalisée 
par la société Hybrigenics. 
Pour commencer, les protéines GATA-1 et FOG-1 ont chacune été fusionnées à LexA d’une part et 
Gal4AD d’autre part. Chaque construction a été testée seule et en coexpression avec sa construction 
complémentaire dans les levures (Figure 9).  
 
Figure 9 : Mise au point de l’étude de l’interaction GATA-1/FOG-1 par double hybride 
Les protéines GATA-1 et FOG-1 ont été fusionnées au domaine LexA d’une part et au domaine Gal4AD d’autre part. Chaque 
construction a été testée seule et avec sa construction complémentaire. Le modèle choisi pour la suite de l’étude est 
représenté à droite : N-LexA-FOG-1 + GATA-1-Gal4AD-C. 
 
Les deux couples N-LexA-FOG-1 + GATA-1-Gal4AD-C et N-Gal4AD-FOG-1 + GATA-1-LexA-C ont 
donné des résultats positifs. Cependant, la construction GATA-1-LexA-C exprimée avec le domaine 
d’activation seul N-Gal4AD donne également un résultat positif. GATA-1-LexA-C seul est capable de 
transactiver le gène His3. Ce phénomène peut s’expliquer par le fait que GATA-1 étant un facteur de 
transcription, il possède son propre domaine de transactivation. En revanche, tous les contrôles de la 
1e construction sont négatifs. C’est donc celle-ci qui a été utilisée pour la suite de l’étude : N-LexA-
FOG-1 + GATA-1-Gal4AD-C (Figure 9). 
 
Les différentes protéines GATA-1 mutantes ont alors été fusionnées également au domaine 
activateur Gal4AD. Chacune d’entre elles a été exprimée avec la construction N-LexA-FOG-1 dans les 
levures qui ont été cultivées sur milieu sélectif (sans Histidine) (Figure 10). 
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Figure 10 : Etude de l’interaction GATA-1/FOG-1 par la technique du double hybride 
La protéine FOG-1 et les différents mutants de GATA-1 sont fusionnés respectivement au domaine de liaison à l’ADN (LexA) 
et au domaine transactivateur (Gal4AD) du facteur de transcription de levure Gal4. Les protéines GATA-1, GATA-1-V205G, 
GATA-1-S310A et GATA-1-S310D fusionnées à Gal4AD sont co-exprimées avec la protéine FOG-1 fusionnée à LexA dans les 
levures. Les levures sont alors mises à pousser sur milieu non sélectif (avec Histidine) ou sur milieu sélectif (sans Histidine). 
 
Comme prévu, les résultats obtenus montrent que la protéine sauvage GATA-1-WT interagit avec 
FOG-1 et induit la pousse de la levure en milieu sélectif. Nous avons utilisé comme contrôle négatif 
un mutant de GATA-1, GATA-1-V205G, qui n’interagit pas avec FOG-1 (Crispino et al., 1999). 
L’expression de GATA-1-V205G et FOG-1 ne permet pas la pousse de la levure, il n’y a donc pas 
d’interaction entre les deux protéines. 
En ce qui concerne les mutants de phosphorylation, on observe une pousse de levure quand 
GATA-1-S310D et FOG-1 sont exprimés, indiquant une interaction entre les deux protéines. Ceci est 
cohérent avec les résultats observés précédemment en IP dans les NIH-3T3. Par contre, on observe 
également une pousse de levure en présence de FOG-1 et GATA-1-S310A. Ce qui signifie qu’il existe 
une interaction entre FOG-1 et la protéine non phosphorylable GATA-1-S310A. 
Ceci est en contradiction avec l’hypothèse formulée précédemment selon laquelle la 
phosphorylation de GATA-1 serait nécessaire à l’interaction GATA-1/FOG-1. Comment expliquer ces 
résultats ? 
 
Nous avons alors analysé en Western Blot le contenu protéique des différentes levures et 
comparé les quantités relatives des protéines GATA-1 et FOG-1 présentes dans les extraits de levures 
utilisés avec celles présentes dans des cellules exprimant GATA-1 et FOG-1 de manière endogène. 
Pour cela, nous avons utilisé la lignée érythro-leucémique humaine UT-7/Epo, ainsi que des 
progéniteurs érythroïdes murins. Les résultats sont présentés Figure 11. 




Figure 11 : Le ratio GATA-1/FOG-1 dans les levures est différent des ratios endogènes humain et murin 
A. 20µg et 50µg d’extraits nucléaires de levures FOG-1+GATA-1, ainsi que des extraits nucléaires de cellules humaines UT-
7/Epo ont été déposés sur gel SDS-PAGE et analysés en Western Blot pour la présence des protéines GATA-1 et FOG-1. Les 
protéines natives GATA-1 et FOG-1 sont attendues respectivement à 47kDa et 110kDa. Les protéines de fusion ont des 
poids moléculaires légèrement supérieurs : LexA-FOG-1 (134kDa), Gal4AD-FOG-1 (126kDa), GATA-1-Gal4AD (63kDa) et 
GATA-1-LexA (71kDa). B. Les ratios GATA-1/FOG-1 présents dans la lignée humaine (UT-7) et dans 20µg et 50µg d’extraits 
de levures exprimant les constructions N-Gal4AD-FOG-1+GATA-1-LexA-C (Levures 20µg et Levures 50µg) sont représentés. 
C. Des extraits de progéniteurs érythroïdes de foie fœtal murin triés sur un marqueur précoce (c-Kit+) ou tardif (Ter119+) 
ont été déposés sur gel SDS-PAGE et analysés en Western Blot pour la présence des protéines GATA-1 et FOG-1. Le ratio 
GATA-1/FOG-1 est représenté à droite. 
 
On détecte la protéine GATA-1 en grande quantité, ainsi que la protéine FOG-1 en quantité moins 
importante dans les extraits des lignées UT-7/Epo. Dans les levures, on détecte la présence de la 
protéine FOG-1 uniquement dans les extraits contenant les constructions N-Gal4AD-FOG-1 + GATA-1-
LexA-C. La protéine GATA-1 n’est détectée dans aucun des extraits. Les films ont été volontairement 
surexposés mais aucun signal spécifique n’apparaît. Nous pouvons supposer que les extraits déposés 
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ne contenaient pas une quantité suffisante de protéines GATA-1 et FOG-1 pour qu’elles soient 
détectées par nos anticorps. Malheureusement, tous les extraits dont nous disposions ont été utilisés 
dans cette expérience. 
Si l’on se base sur les extraits de levures exprimant les constructions N-Gal4AD-FOG-1 + GATA-1-
LexA-C, on peut constater que les quantités relatives de protéines GATA-1 et FOG-1 présentes dans 
les levures sont totalement différentes de celles présentes de manière endogène dans les UT-7/Epo. 
Comme le montre la Figure 11B, le ratio GATA-1/FOG-1 observé dans les UT-7/Epo est supérieur à 1, 
indiquant que la quantité de GATA-1 est supérieure à celle de FOG-1. Dans les levures en revanche, 
ce ratio est inférieur à 1. La quantité de GATA-1 est donc inférieure à celle de FOG-1. 
Si l’on analyse par ailleurs les quantités de protéines présentes dans des extraits de progéniteurs 
érythroïdes issus de foie fœtal murin de 12,5 jours de développement (FF E12,5) et triés sur 
l’expression d’un marqueur précoce (c-Kit+, Ter119-) ou tardif (c-Kit-, Ter119+), on peut remarquer 
que, comme dans les cellules humaines UT-7/Epo, le ratio GATA-1/FOG-1 est supérieur à 1 (Figure 
11C). Ce résultat confirme que, de manière endogène, la protéine GATA-1 est présente en plus 
grande quantité que FOG-1. 
 
La différence de quantités relatives de protéines observée dans les levures par rapport aux 
modèles endogènes pourrait alors expliquer la détection d’une interaction GATA-1-S310A/FOG-1 
que l’on ne détectait pas auparavant dans notre étude. L’augmentation de la quantité relative de 
FOG-1 par rapport à GATA-1 permettrait la formation d’un complexe GATA-1-S310A/FOG-1. Dans 
ce cas, la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 ne serait alors pas nécessaire à l’interaction 
GATA-1/FOG-1 mais régulerait simplement son affinité en facilitant sa formation. 
Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons étudié l’effet de l’augmentation de FOG-1 sur la 
formation d’un complexe GATA-1-S310A/FOG-1 dans le modèle reconstitué utilisé précédemment 
(NIH-3T3). 
 
2.3. Quel est l’effet de l’augmentation de la quantité de protéines FOG-1 sur 
l’interaction GATA-1-S310A/FOG-1 ? 
Le laboratoire a montré précédemment que, lors de la différenciation érythroïde, GATA-1 est 
capable d’interagir avec la protéine pRb, régulateur du cycle cellulaire, pour former un tricomplexe 
GATA-1/pRb/E2F2 inhibant la prolifération cellulaire. La présence de FOG-1 permet la dissociation du 
complexe GATA-1/pRb/E2F2 et la formation du complexe GATA-1/FOG-1 (Kadri et al., 2009). 
Si, comme nous le supposons, l’augmentation de la quantité de FOG-1 permet l’apparition de 
complexes GATA-1-S310A/FOG-1, nous devrions également visualiser la disparition des complexes 
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GATA-1-S310A/pRb. Nous avons alors fait varier les quantités relatives des protéines GATA-1 et FOG-
1 dans les cellules NIH-3T3, qui expriment pRb de manière endogène, et étudié l’effet de telles 
modifications sur les interactions GATA-1-S310A/FOG-1 et GATA-1-S310A/pRb.  
Les NIH-3T3, transduites avec la forme sauvage GATA-1-WT ou non phosphorylable GATA-1-
S310A, ont été transfectées avec des quantités croissantes de vecteur codant pour la protéine FOG-1. 
Pour chaque condition, nous avons alors analysé les interactions protéiques GATA-1/FOG-1 et GATA-




Figure 12 : L’augmentation de la quantité de FOG-1 permet la formation de complexes GATA-1-S310A/FOG-1 
Les cellules NIH-3T3 sont transduites ou non (-) par des vecteurs rétroviraux codant pour les protéines GATA-1-WT et GATA-
1-S310A. Elles sont ensuite transfectées ou non par différentes quantités de vecteur codant pour la protéine FOG-1 : une 
quantité 1 correspond à une même quantité de vecteurs FOG-1 et GATA-1 (100ng). Après lyse des cellules, des 
immunoprécipitations des protéines GATA-1, FOG-1 et pRb sont réalisées sur les extraits nucléaires et analysées par 
Western Blot. 
 
En absence de FOG-1, GATA-1-WT et GATA-1-S310A interagissent toutes deux avec pRb. 
L’absence de phosphorylation de GATA-1 n’a donc pas d’effet sur son interaction avec pRb. 
La présence de FOG-1 entraîne la dissociation du complexe GATA-1-WT/pRb et la formation du 
complexe GATA-1-WT/FOG-1. Nous pouvons d’ailleurs remarquer que quelle que soit la quantité 
relative de FOG-1 par rapport à GATA-1 (1 ou 50) exprimée dans les cellules, la même quantité de 
FOG-1 est précipitée par l’IP α-GATA-1, et inversement la même quantité de GATA-1 est précipitée 
par l’IP α-FOG-1. Cela indique que l’interaction GATA-1-WT/FOG-1 est maximale pour une quantité 1 
de FOG-1. 
La présence d’une quantité 1 de FOG-1 dissocie le complexe GATA-1-WT/pRb mais ne dissocie pas le 
complexe GATA-1-S310A/pRb. On n’observe alors pas d’interaction GATA-1-S310A/FOG-1. Par 
contre, l’augmentation de la quantité de FOG-1 permet l’apparition progressive de complexes GATA-
1-S310A/FOG-1. Celle-ci est concomitante avec la disparition des complexes GATA-1-S310A/pRb, et 
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proportionnelle à la quantité de FOG-1 exprimée. Pour une quantité maximale de FOG-1 (50), tous 
les complexes GATA-1-S310A/pRb ont été dissociés, toutes les protéines GATA-1-S310A interagissent 
alors avec FOG-1. 
Ces résultats indiquent que, même en absence de phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310, la 
protéine FOG-1, si elle est en quantité suffisante, est capable d’interagir avec GATA-1 en déplaçant 
le complexe GATA-1/pRb. Ceci permet d’expliquer les résultats obtenus en double hybride et 
confirme notre hypothèse. Il ne s’agit donc pas d’un mécanisme de type « tout ou rien ». La 
phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 n’est pas indispensable à la formation du complexe GATA-
1/FOG-1. Ceci est d’ailleurs cohérent avec les données des études précédentes où l’absence de 
phosphorylation de GATA-1 diminuait la différenciation érythroïde mais ne l’abrogeait pas 
totalement (Kadri et al., 2005; Zhao et al., 2006). Tout comme la phosphorylation de GATA-1 sur la 
Ser310 n’est pas indispensable à la différenciation érythroïde, il semble qu’elle ne soit pas 
indispensable à l’interaction GATA-1/FOG-1. Elle semble plutôt jouer un rôle de régulateur, en 
augmentant l’affinité de GATA-1 pour FOG-1, favorisant ainsi la formation d’un complexe GATA-
1/FOG-1 au détriment du complexe GATA-1/pRb. 
 
 
Nous pouvons alors conclure que la phosphorylation de GATA-1 par Akt sur la Ser310 augmente 
son affinité pour FOG-1. De ce fait, elle favorise le déplacement de l’équilibre vers la formation du 
complexe GATA-1 phosphorylé/FOG-1, au détriment du complexe GATA-1/pRb. Cependant, en 
absence de phosphorylation, l’augmentation de la quantité de FOG-1 permet la formation de 
complexes GATA-1 non phosphorylée/FOG-1, et ainsi le déplacement de l’équilibre moléculaire 
(Figure 13). 
 
Figure 13 : La phosphorylation de GATA-1 par Akt et l’augmentation de FOG-1 favorisent l’interaction GATA-1/FOG-1 et la 
dissociation de GATA-1/pRb 
 
 
Les complexes GATA-1/pRb et GATA-1/FOG-1 ont des fonctions différentes : GATA-1/pRb inhibe la 
prolifération cellulaire, tandis que GATA-1/FOG-1 est nécessaire à la transcription des gènes 
érythroïdes. Nous avons montré que la phosphorylation de GATA-1 régule l’équilibre moléculaire de 
ces complexes. Qu’en est-il des fonctions associées ? 
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3. Quel est le rôle de la phosphorylation dans la régulation des 
fonctions de GATA-1 ? 
 
3.1. Quel est l’effet de la phosphorylation sur la régulation de la fonction 
antiproliférative du complexe GATA-1/pRb par FOG-1 ? 
Le laboratoire a mis en évidence l’interaction de GATA-1 avec la protéine pRb, régulateur du cycle 
cellulaire, dans un tricomplexe GATA-1/pRb/E2F2 (Kadri et al., 2009). Ce tricomplexe inhibe la 
prolifération cellulaire. La présence de FOG-1 entraîne la dissociation de GATA-1/pRb/E2F2, 
permettant ainsi la formation du complexe GATA-1/FOG-1 et la reprise de la prolifération cellulaire. 
Nous avons montré dans le chapitre précédent que la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 
favorise la formation du complexe GATA-1/FOG-1. Quelle est la conséquence de ce phénomène sur la 
prolifération cellulaire ? Nous avons alors étudié l’effet de la phosphorylation sur la reprise de la 
prolifération cellulaire induite par FOG-1. 
Pour cela, des cellules NIH-3T3 ont été transduites par des vecteurs codant pour les différentes 
formes de GATA-1 (WT, S310A et S310D) ou le vecteur vide (MigR), puis transfectées ou non par un 
vecteur codant pour la protéine FOG-1. La prolifération cellulaire a ensuite été mesurée par 
fluorescence. Les résultats sont présentés Figure 14. 
 
 
Figure 14 : La phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 permet la levée par FOG-1 de l’inhibition de prolifération induite 
par GATA-1 
Les cellules NIH-3T3 sont transduites par des vecteurs rétroviraux codant pour GATA-1-WT, GATA-1-S310A, GATA-1-S310D 
ou le vecteur vide MigR. Ces mêmes cellules sont ensuite transfectées ou non par un vecteur codant pour FOG-1. 48h après 
transfection, la prolifération cellulaire est mesurée toutes les 24h pendant 4 jours par fluorescence grâce au réactif 
Uptiblue. 
 
Les résultats obtenus montrent tout d’abord qu’en absence de FOG-1, les trois formes de GATA-1 
(WT, S310A et S310D) inhibent la prolifération cellulaire des NIH-3T3 de la même manière. La 
phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 n’a donc aucun effet sur l’inhibition de prolifération induite 
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par GATA-1/pRb. D’autre part, la présence de FOG-1 seul (MigR + FOG-1) n’a pas d’effet sur la 
prolifération cellulaire. 
En revanche, lorsque FOG-1 est co-exprimé avec les différentes formes de GATA-1, nous pouvons 
remarquer que la prolifération cellulaire des NIH-3T3 augmente avec le niveau de phosphorylation 
de GATA-1. En effet, l’expression de FOG-1 ne supprime pas l’inhibition de prolifération induite par 
GATA-1-S310A. Par contre, FOG-1 induit la reprise de la prolifération des cellules exprimant GATA-1-
WT et GATA-1-S310D. La reprise de prolifération induite par FOG-1 est plus importante dans les 
cellules exprimant GATA-1-S310D. Nous pouvons alors conclure que la phosphorylation de GATA-1 
sur la Ser310 permet la levée par FOG-1 de l’inhibition de prolifération induite par GATA-1/pRb. 
 
Dans le chapitre précédent, nous avions montré qu’une quantité de vecteur FOG-1 équivalente à 
celle de GATA-1 (1U) permettait l’interaction avec GATA-1-WT mais pas avec GATA-1-S310A, mais 
que l’augmentation de la quantité de FOG-1 (jusqu’à 50U) permettait l’apparition de complexes 
GATA-1-S310A/FOG-1 et la disparition concomitante des complexes GATA-1-S310A/pRb (Figure 12). 
Nous venons de montrer que FOG-1 ne lève pas l’inhibition de prolifération induite par GATA-1-
S310A. L’augmentation de la quantité de FOG-1 permettrait-elle de corriger ce phénomène ? 
Pour répondre à cette question, nous avons co-exprimé GATA-1-WT ou GATA-1-S310A avec des 
quantités croissantes de FOG-1 dans les cellules NIH-3T3 puis mesuré la prolifération cellulaire par 
fluorescence. Les résultats sont présentés Figure 15. 
 
 
Figure 15 : L’augmentation de la quantité de FOG-1 permet la levée de l’inhibition induite par GATA-1-S310A 
Les cellules NIH-3T3 sont transduites par des vecteurs rétroviraux codant pour les GATA-1-WT, GATA-1-S310A ou le vecteur 
vide Migr. Elles sont ensuite transfectées ou non par différentes quantités (1U à 50U) de vecteur codant pour la protéine 
FOG-1 : une quantité 1U correspond à une quantité équivalente de vecteurs GATA-1 et FOG-1 (100ng). La prolifération est 
mesurée pendant 6 jours par fluorescence à l’aide du réactif Uptiblue. 
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Comme précédemment, en absence de FOG-1, GATA-1-WT et GATA-1-S310A inhibent la 
prolifération cellulaire des NIH-3T3 de la même manière. L’expression de FOG-1 seul n’a aucun effet 
sur la prolifération (MigR + FOG-1). Et pour une quantité équivalente de FOG-1 (1U), l’inhibition de 
prolifération induite par GATA-1-WT est levée (GATA-1-WT + FOG-1 (1U)) tandis que celle induite par 
GATA-1-S310A ne l’est pas (GATA-1-S310A + FOG-1 (1U)). Ensuite, nous pouvons remarquer que, 
quelle que soit la quantité de FOG-1, son effet est le même sur l’inhibition de prolifération induite 
par GATA-1-WT. En effet, les cellules GATA-1-WT + FOG-1 (1U) et GATA-1-WT + FOG-1 (50U) 
prolifèrent de la même manière. Cela signifie que l’effet de FOG-1 sur l’arrêt de prolifération induit 
par GATA-1-WT est déjà maximal avec une quantité 1U de FOG-1. Enfin, l’augmentation de la 
quantité de FOG-1 permet de supprimer l’arrêt de prolifération induit par GATA-1-S310A. Cet effet 
est proportionnel à la quantité de FOG-1 exprimée. Plus la quantité de FOG-1 est élevée, plus la 
prolifération cellulaire est importante. Pour une quantité de FOG-1 équivalente à 50U, l’effet est 
maximal et équivalent à celui observé avec GATA-1-WT. En absence de phosphorylation, 
l’augmentation de la quantité de FOG-1 permet de lever l’inhibition de prolifération induite par 
GATA-1.  
 
L’ensemble de ces résultats montre que la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 facilite la 
levée par FOG-1 de l’inhibition de prolifération induite par GATA-1. Cependant, l’augmentation de 
la quantité de FOG-1 permet de compenser l’absence de phosphorylation. La phosphorylation de 
GATA-1 n’est donc pas indispensable à la levée par FOG-1 de l’inhibition de la prolifération, mais sa 
présence diminue la quantité de protéines FOG-1 nécessaires à cet effet.  
Nous pouvons noter que ces résultats sont parfaitement corrélés aux résultats du chapitre 
précédent montrant que la phosphorylation de GATA-1 augmente son affinité pour FOG-1, facilitant 
la formation de complexes GATA-1/FOG-1 au détriment des complexes GATA-1/pRb (Figure 12). 
 
3.2. Quel est l’effet de la phosphorylation sur la régulation de la fonction 
transactivatrice de GATA-1 par FOG-1 ? 
La fonction principale de GATA-1 est la transactivation des gènes érythroïdes. Une des fonctions 
de FOG-1 consiste à réprimer cette transactivation. L’ensemble des résultats obtenus jusqu’à présent 
montre que GATA-1 se lie à FOG-1 avec plus ou moins d’affinité en fonction de son état de 
phosphorylation. Quel est alors l’effet de la phosphorylation sur la régulation par FOG-1 de l’activité 
transactivatrice de GATA-1 ? 
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Nous avons étudié la fonction transactivatrice de GATA-1 et sa répression par FOG-1 en fonction 
de l’état de phosphorylation de GATA-1. Pour cela, nous avons utilisé des promoteurs couplés au 
gène-rapporteur de la luciférase. Nous avons ainsi étudié cinq promoteurs minimum : 
- un promoteur synthétique de base contenant un concatémère de trois sites GATA (3xluc) 
(Zhang et al., 2000) 
- le promoteur basal du récepteur à l’érythropoïétine (Epo-R) (Maouche et al., 1994) 
- le promoteur de la porphobilinogène désaminase (PBGD) (Chretien et al., 1988; Eleouet and 
Roméo, 1993) 
- le promoteur de la glycophorine B (GpB95) (Rahuel et al., 1992) 
- le promoteur érythroïde-spécifique de GATA-1 avec les éléments régulateurs en amont 
« IE3.9int » (G1HE) (Ohneda et al., 2002). 
Ces cinq promoteurs ont été insérés dans le plasmide pGL3 en amont du gène codant pour la 
luciférase. 
 
Les plasmides contenant les cinq promoteurs ainsi que le plasmide vide (pGL3) ont été transfectés 
dans des cellules NIH-3T3 avec les plasmides codant pour les différentes formes de GATA-1 ou le 
plasmide vide (MigR) (Figure 16A). Les résultats montrent que toutes les formes de GATA-1 testées 
sont capables de transactiver les cinq promoteurs étudiés. Les mutations S310A, S310D et V205G 
n’ont donc pas d’effet sur la liaison à l’ADN et l’activité transactivatrice de GATA-1 sur ces 
promoteurs. 
 
Figure 16 : La répression de la fonction transactivatrice de GATA-1-WT par FOG-1 dépend des promoteurs ciblés 
Cinq promoteurs minimum cibles de GATA-1 (pGpB95, pEpo-R, pG1HE, pPBGD ou un promoteur synthétique contenant 3 
sites GATA) ont été insérés dans le plasmide pGL3 en amont du gène de la luciférase. Ces plasmides ont été exprimés dans 
les NIH-3T3 avec différentes formes de GATA-1 (A) ou avec GATA-1-WT seul ou en présence de FOG-1 (B). L’activité 
luciférase induite a été mesurée par luminescence. 
 
Nous avons ensuite évalué la répression par FOG-1 de la transactivation de ces promoteurs par 
GATA-1-WT (Figure 16B). GATA-1-WT active la transcription du gène luciférase pour les cinq 
promoteurs. La présence de FOG-1 en revanche n’a pas le même effet pour tous les promoteurs. Au 
RESULTATS  99 
niveau des promoteurs de la Glycophorine B (pGpB95) et du récepteur à l’Epo (pEpo-R), la présence 
de FOG-1 induit une répression trancriptionnelle. Par contre, elle n’a pas d’effet sur la transactivation 
des promoteurs de GATA-1 (pG1HE), de la Porphobilinogène Désaminase (pPBGD) ou du promoteur 
contenant les trois sites GATA (3xluc). Nous pouvons alors classer les 5 promoteurs étudiés en deux 
groupes : 
1- les promoteurs sensibles à la répression par FOG-1 : pGpB95 et pEpo-R 
2- les promoteurs insensibles à la répression par FOG-1 : pG1HE, pPBGD et 3xluc. 
 
Nous avons ensuite évalué l’effet de la phosphorylation de GATA-1 sur la répression FOG-1-
dépendante de la transactivation des promoteurs par GATA-1. Pour cela, nous avons exprimé les 
différentes formes de GATA-1 (WT, S310A, S310D et V205G) en présence ou non de FOG-1 ou du 
mutant FOG-1-S706R capable de lier GATA-1-V205G, dans les NIH-3T3, avec les différents plasmides 
luciférases (Figure 17). 
 
 
Figure 17 : La phosphorylation de GATA-1 régule la répression transcriptionnelle FOG-1-dépendante 
L’activité transcriptionnelle des différentes formes de GATA-1, associées ou non à FOG-1 ou FOG-1-S706R, a été évaluée par 
le gène rapporteur luciférase au niveau des promoteurs sensibles à la répression par FOG-1 (pGpB95 et pEpo-R) (A) et des 
promoteurs insensibles à la répression par FOG-1 (3xluc, pG1HE et pPBGD) (B). L’activité luciférase a été mesurée par 
luminescence. 
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Comme précédemment, toutes les formes de GATA-1 (WT, S310A, S310D et V205G) activent la 
transcription au niveau des cinq promoteurs étudiés, et lorsque GATA-1-WT est exprimé, FOG-1 
réprime la transactivation au niveau des promoteurs pGpB et pEpo-R (Figure 17A) mais pas celle des 
promoteurs pG1HE, pPBGD ni 3xluc (Figure 17B). Le même résultat est observé en présence de 
GATA-1-WT+FOG-1-S706R et GATA-1-V205G+FOG-1S706R. Par contre, GATA-1-V205G ne pouvant 
pas interagir avec FOG-1, ce dernier n’a pas d’effet sur son activité transcriptionnelle.  
En ce qui concerne la phosphorylation de GATA-1, nous pouvons remarquer que pour les 
promoteurs sensibles à FOG-1 (pGpB95 et pEpo-R), la répression dépend du niveau de 
phosphorylation de GATA-1. En effet, la répression transcriptionnelle est partielle lorsque GATA-1-
S310A et FOG-1 sont exprimés, mais elle est totale lorsque GATA-1-WT ou GATA-1-S310D sont 
exprimés avec FOG-1 (Figure 17A). Par contre, pour les promoteurs 3xluc, pG1HE et pPBGD, qui 
semblaient insensibles à la répression par FOG-1, nous pouvons noter que la phosphorylation 
constitutive de GATA-1 (GATA-1-S310D) restaure la répression transcriptionnelle FOG-1-dépendante 
(Figure 17B). La phosphorylation constitutive de GATA-1 semble augmenter la formation et donc la 
quantité de complexes GATA-1/FOG-1, permettant ainsi la répression FOG-1-dépendante de ces 
promoteurs. 
Les deux groupes de promoteurs peuvent alors être redéfinis de la manière suivante : 
1- pGpB95 et pEpo-R sont très sensibles aux complexes GATA-1/FOG-1 et une faible quantité de 
complexes suffit à réprimer leur transcription, 
2- 3xluc, pG1HE et pPBGD sont moins sensibles et nécessitent une grande quantité de 
complexes GATA-1/FOG-1 pour leur répression transcriptionnelle. 
 
Ces résultats montrent que la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 régule la répression 
FOG-1-dépendante de l’activité transactivatrice de GATA-1. En régulant l’apparition des complexes 
GATA-1/FOG-1, elle permet la répression différentielle des différents promoteurs en fonction de 
leur sensibilité aux complexes GATA-1/FOG-1. 
Il me paraît important de rappeler ici que ces résultats n’ont pas de relevance physiologique. 
Cette étude a été réalisée avec des promoteurs minimum et ne reflète pas la régulation 
transcriptionnelle réelle des gènes concernés. Il s’agit d’un système reconstitué permettant d’étudier 
de manière simple la mécanistique de transactivation GATA-1/FOG-1-dépendante en fonction de 
l’état de phosphorylation de GATA-1. 
Cependant, cette étude a permis de mettre en évidence que les promoteurs cibles de GATA-1 
ont des sensibilités variées à la présence des complexes GATA-1/FOG-1, et que l’activité 
transcriptionnelle de GATA-1/FOG-1 est régulée par la phosphorylation de GATA-1. 
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Conclusion I 
 
Les études précédentes du laboratoire ont établi l’existence d’un équilibre dynamique entre les 
complexes GATA-1/pRb, responsable de l’arrêt de prolifération cellulaire, et GATA-1/FOG-1 impliqué 
dans la différenciation érythroïde (Kadri et al., 2009). Les résultats obtenus dans cette première 
partie montrent que la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 par Akt en réponse à la signalisation 
Epo permet de réguler cet équilibre protéique. En effet, nous avons montré dans des modèles 
érythroïde et non érythroïde que FOG-1 interagit préférentiellement avec la forme phosphorylée de 
GATA-1 et permet de supprimer l’arrêt de prolifération induit par GATA-1 quand celui-ci est 
phosphorylé. La phosphorylation de GATA-1 permet donc de déplacer l’équilibre moléculaire vers la 
formation du complexe GATA-1/FOG-1. Cependant, il ne s’agit pas d’un mécanisme de type « tout ou 
rien », mais plutôt d’une question d’affinité. En effet, si la phosphorylation de GATA-1 facilite 
l’interaction avec FOG-1, ce dernier est tout de même capable d’interagir avec la forme non 
phosphorylée de GATA-1 s’il est présent en quantité suffisante. L’augmentation de la quantité de 
FOG-1 permet aussi le déplacement de l’équilibre protéique. 
Nous proposons alors un modèle moléculaire dans lequel la phosphorylation de GATA-1 sur la 
Ser310 par Akt en réponse à l’Epo permet le déplacement de l’équilibre dynamique vers la formation 
du complexe GATA-1/FOG-1. Elle permet ainsi d’une part, la dissociation du complexe GATA-
1/pRb/E2F et la reprise du cycle cellulaire, d’autre part l’activité transcriptionnelle GATA-1/FOG-1-
dépendante nécessaire à la différenciation érythroïde terminale. 
 
Figure 18 : Modèle d’équilibre moléculaire proposé 
La phosphorylation de GATA-1 régule l’équilibre moléculaire entre GATA-1/pRb et GATA-1/FOG-1. 
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II. Application à un modèle de pathologie humaine : 
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Nous avons proposé un modèle moléculaire dans lequel la phosphorylation de GATA-1 par Akt sur 
la Ser310 régule sa répartition dans les deux complexes GATA-1/pRb et GATA-1/FOG-1. Plus 
précisément, elle favorise l’interaction de GATA-1 avec son cofacteur FOG-1 au détriment de pRb, 
levant ainsi l’inhibition de prolifération induite par GATA-1/pRb et permettant la transcription de 
gènes GATA-1/FOG-1-dépendants. 
L’interaction GATA-1/FOG-1 joue un rôle crucial dans la différenciation érythroïde. Une mutation 
de GATA-1 rendant impossible son interaction avec FOG-1 (GATA-1-V205G) bloque la maturation 
érythroïde terminale des cellules in vitro (Crispino et al., 1999) et entraîne une anémie létale chez la 
souris (Chang et al., 2002). Une mutation similaire (GATA-1-V205M) entraîne chez des patients une 
anémie dysérythropoïétique sévère (Nichols et al., 2000). 
Puisque la phosphorylation de GATA-1 augmente son affinité pour FOG-1, nous nous sommes 
interrogés sur l’état de phosphorylation de la protéine GATA-1-V205G incapable d’interagir avec 
FOG-1. 
 
1. La protéine GATA-1-V205G est-elle phosphorylée par Akt sur la 
Ser310 ? 
 
Pour répondre à cette question, nous avons utilisé la lignée cellulaire non érythroïde NIH-3T3 
dans laquelle nous avons exprimé par transduction différentes formes de GATA-1 : GATA-1-WT, 
GATA-1-S310A et GATA-1-V205G. Les cellules ont été cultivées pendant 24h dans un milieu appauvri 
en facteurs de croissance, de manière à réduire la signalisation cellulaire à un niveau minimal. Elles 
ont ensuite été stimulées par du PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) pour réactiver la 
signalisation et notamment la voie PI3K/Akt qui induit la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310. 
L’activation de la kinase Akt et la phosphorylation de GATA-1 ont été visualisées par Western Blot. 
Les résultats sont présentés figure 19. 
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Figure 19 : La protéine GATA-1-V205G n’est pas phosphorylée par Akt 
Des cellules NIH-3T3 transduites par GATA-1-WT, GATA-1-S310A, GATA-1-V205G ou le vecteur vide MigR (-) sont cultivées 
en DMEM + 0,5% SVF pendant 24h. Elles sont ensuite incubées ou non (-) avec 50ng/mL de PDGF à 37°C pendant 30 
minutes. La réaction a été arrêtée par ajout de PBS + inhibiteurs de phosphatases à 4°C. A. Après lyse, la fraction nucléaire 
est déposée sur gel SDS-PAGE puis analysée par Western Blot. B. Le signal GATA-1pS
310
 observé dans les extraits GATA-1-
WT et GATA-1-V205G a été quantifié puis rapporté au signal GATA-1 total. 
 
Comme le montre la figure 19A, en conditions de culture appauvries (-), l’extinction de la voie 
PI3K/Akt est vérifiée par l’absence de phosphorylation de la kinase Akt (Akt-pS473). Dans ces 
conditions, on observe un signal basal de phosphorylation des protéines GATA-1-WT et GATA-1-
V205G, qui n’est pas observé pour GATA-1-S310A où le site de phosphorylation est supprimé. Après 
stimulation par le PDGF (PDGF – 30 min), l’activation de la signalisation est mise en évidence par la 
phosphorylation d’Akt. On observe alors une augmentation significative de la phosphorylation de 
GATA-1-WT. Cette augmentation n’est pas observée pour la protéine GATA-1-V205G. Malgré 
l’activation de la signalisation PDGF/PI3K/Akt, le signal GATA-1pS310 reste à un niveau  basal dans les 
cellules exprimant GATA-1-V205G.  
Il semble donc que la protéine GATA-1-V205G, incapable d’interagir avec FOG-1, ne soit pas 
phosphorylée par Akt sur la Ser310. On peut supposer que la mutation de la Val205 change la 
conformation de la protéine et empêche soit l’accès au site de phosphorylation, soit la fixation de la 
kinase sur la protéine. Il est également possible que la protéine GATA-1-V205G subisse un excès de 
déphosphorylation. 
 
D’après le modèle moléculaire proposé dans le chapitre précédent, la phosphorylation de GATA-1 
favorise l’interaction GATA-1/FOG-1 nécessaire à la différenciation érythroïde terminale (cf Fig18 
p101). Peut-on alors appliquer ce modèle à la protéine GATA-1-V205G ? La phosphorylation 
constitutive de la protéine GATA-1-V205G permettrait-elle de restaurer son interaction avec FOG-1 
et ainsi sa capacité à induire une différenciation érythroïde ? 
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Nous avons choisi d’étudier directement l’effet de la phosphorylation constitutive de la protéine 
GATA-1-V205G sur la différenciation érythroïde terminale. 
 
2. La phosphorylation constitutive de GATA-1-V205G restaure-t-elle sa 
capacité à induire une différenciation érythroïde terminale ? 
 
Pour étudier l’effet de la phosphorylation constitutive de GATA-1-V205G sur la différenciation 
érythroïde terminale, nous avons créé une nouvelle protéine mutée sur la Ser310 afin de mimer une 
phosphorylation constitutive : GATA-1-V205G-S310D. Puis, cette nouvelle protéine a été exprimée 
dans un modèle cellulaire érythroïde pour évaluer sa capacité à induire une différenciation 
érythroïde terminale. 
  
2.1. Création de nouveaux vecteurs codant pour les protéines GATA-1-V205G-
S310A et GATA-1-V205G-S310D 
Pour mimer une phosphorylation constitutive de la protéine GATA-1-V205G, nous avons introduit 
une seconde mutation sur cette protéine au niveau du site de phosphorylation. La Ser310 a été 
remplacée par un Acide Aspartique, dont la charge négative s’apparente à la présence d’un 
groupement phosphate et mime ainsi une phosphorylation constitutive. Cette nouvelle protéine sera 
notée GATA-1-V205G-S310D. Pour s’assurer que l’effet observé ne sera pas du simplement à la 
mutation de la protéine mais bien à la phosphorylation constitutive en position 310, nous avons créé 
une deuxième protéine où la Ser310 est remplacée par une Alanine, acide aminé non 
phosphorylable : GATA-1-V205G-S310A. Cette mutation ne devrait avoir aucun effet sur la protéine. 
Ces nouveaux mutants ont été créés par mutagenèse dirigée à partir des simples mutants GATA-
1-S310A et GATA-1-S310D, à l’aide d’une amorce contenant la mutation V205G. Les plasmides 
obtenus ont été testés par digestion enzymatique et visualisation sur gel d’agarose, puis par 
séquençage. Nous avons alors sélectionné un plasmide correct de chaque mutant, que nous avons 
amplifié. Pour chacun des plasmides, l’expression de la protéine GATA-1 a été contrôlée par 
transfection dans les cellules HEK-293T comme le montre la figure 20. 
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Figure 20 : Contrôle d’expression des nouveaux plasmides GATA-1-V205G-S310A et GATA-1-V205G-S310D 
Les cellules HEK-293T sont transfectées par lipofection (Lipofectamine) avec les plasmides codant pour les protéines GATA-
1-WT, GATA-1-V205G, GATA-1-V205G-S310A, GATA-1-V205G-S310D, GATA-1-S310A, GATA-1-S310D ou le vecteur vide 
(MigR). Les cellules sont lysées, puis la fraction nucléaire est déposée sur gel SDS-PAGE et analysée par Western Blot. Des 
extraits nucléaires d’UT-7/Epo sont utilisés comme contrôle pour l’expression de GATA-1. 
 
La transfection des nouveaux plasmides dans les cellules HEK-293T induit bien l’expression de la 
protéine GATA-1. Nous avons alors utilisé ces plasmides pour la production de vecteurs rétroviraux 
qui nous ont servi à étudier l’effet de ces nouvelles mutations sur la différenciation érythroïde 
terminale. 
 
2.2. La protéine GATA-1-V205G-S310D est-elle capable d’induire une 
différenciation érythroïde terminale ? 
Afin d’évaluer la capacité de la protéine GATA-1-V205G-S310D à induire la différenciation 
érythroïde terminale, nous avons utilisé les lignées G1E et G1E-ER. 
Les cellules G1E (GATA-1- Erythroid) dérivent de cellules souches embryonnaires (cellules ES) 
murines invalidées pour le gène gata-1 (Weiss et al., 1997). Elles sont engagées dans le lignage 
érythroïde, mais l’absence de GATA-1 les empêche de poursuivre correctement leur maturation. Elles 
sont donc bloquées dans leur développement au stade proérythroblaste. Elles sont de phénotype c-
Kit+, Ter119-. Elles servent de modèle pour l’étude de la différenciation érythroïde terminale car elles 
ont la particularité de reprendre leur maturation dès lors que l’expression de GATA-1 est restaurée. 
Les cellules G1E-ER sont un sous-clone des G1E exprimant stablement une protéine GATA-1 
fusionnée au domaine de liaison (Ligand Binding Domain) du récepteur aux œstrogènes (Estrogen 
Receptor – ER) notée GATA-1-ER (Tsang et al., 1997; Gregory et al., 1999). Cette protéine est 
exprimée de manière constitutive mais reste inactive en absence d’œstrogènes. Les cellules G1E-ER 
sont donc également bloquées au stade proérythroblaste et ont le même phénotype que les G1E (c-
Kit+, Ter119-). La présence d’œstradiol dans le milieu de culture induit l’activation de la protéine 
GATA-1-ER et la reprise de la maturation érythroïde. 
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Figure 21 : La protéine GATA-1-V205G-S310D restaure partiellement la différenciation érythroïde des cellules G1E 
Les cellules G1E sont transduites à J0 par des vecteurs rétroviraux codant pour les différentes formes de GATA-1 et la GFP. 
Pour chaque condition, le taux de transduction (% de cellules GFP-positives) est compris entre 50% et 80%. A-B. Le 
phénotype des cellules est déterminé en cytométrie de flux par un marquage c-Kit à J2 (A) et Ter119 à J5 (B). Les cellules 
GFP-positives sont représentées par le pic vert, les cellules GFP-négatives par le pic orange. Les pourcentages de cellules c-
Kit-négatives (A) et de cellules Ter119-positives (B) sont indiqués dans chaque graphe. Les pourcentages indiqués sont 
mesurés parmi les cellules GFP-positives. C. A J6, l’hémoglobinisation des cellules est mesurée par une coloration benzidine. 
L’histogramme représente le pourcentage de cellules benzidine-positives rapporté aux cellules GFP+. 
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Pour notre étude, nous avons transduit ces cellules avec des vecteurs rétroviraux codant pour les 
différentes formes de GATA-1 puis analysé le phénotype des cellules transduites par cytométrie de 
flux. Pour cela, nous avons utilisé un marqueur précoce de l’érythropoïèse, c-Kit, qui disparaît de la 
surface cellulaire après le stade proérythroblaste, et un marqueur tardif de l’érythropoïèse, Ter119, 
caractéristique des stades terminaux. Les cellules transduites expriment la GFP. Pour  évaluer 
l’avancement de la différenciation, nous avons déterminé parmi les cellules GFP+, le pourcentage de 
cellules négatives pour le marqueur c-Kit (c-Kit-) d’une part, et le pourcentage de cellules positives 
pour le Ter119 (Ter119+) d’autre part. Nous avons également mesuré l’hémoglobinisation des 
cellules par une coloration à la benzidine sur la totalité des cellules. La benzidine réagit avec 
l’hémoglobine présente dans les cellules et entraîne la formation d’un composé de couleur bleue. 
Nous avons obtenus des résultats similaires dans les lignées G1E et G1E-ER. Les résultats présentés 
Figure 21 sont ceux de la lignée G1E.   
Comme il a été montré précédemment (Kadri et al., 2005), les protéines GATA-1-WT et GATA-1-
S310D induisent la différenciation des G1E de façon similaire, tandis que la différenciation induite par 
la protéine GATA-1-S310A est réduite. En effet, les pourcentages de cellules c-Kit- et Ter119+ ainsi 
que le pourcentage de cellules hémoglobinisées obtenus avec l’expression de GATA-1-S310A sont 
diminués d’environ deux fois par rapport à ceux obtenus avec GATA-1-WT et GATA-1-S310D. Les 
protéines GATA-1-V205G et GATA-1-V205G-S310A n’induisent quasiment aucune différenciation 
érythroïde. La mutation de la Ser310 empêchant la phosphorylation par Akt n’a aucun effet sur la 
protéine GATA-1-V205G. En revanche, les cellules exprimant la protéine GATA-1-V205G-S310D sont 
négatives pour c-Kit à 43,5% et positives pour Ter119 à 23,7%. De plus, environ 15% des cellules sont 
positives à la coloration benzidine. La différenciation observée est environ deux fois inférieure à celle 
induite par la protéine sauvage GATA-1-WT. Ces résultats montrent que la phosphorylation 
constitutive de la protéine GATA-1-V205G, sous la forme GATA-1-V205G-S310D, permet de 
restaurer partiellement sa capacité à induire la maturation érythroïde des cellules G1E. 
D’autre part, nous pouvons noter que la quantité de cellules différenciées obtenues avec GATA-1-
V205G-S310D est équivalente à celle obtenue avec GATA-1-S310A. La protéine GATA-1-V205G-S310D 
semble se comporter de manière équivalente à la protéine GATA-1-S310A.  
Dans le chapitre précédent, nous avons montré que, pour une quantité de GATA-1 constante, 
l’augmentation de la quantité de FOG-1 permettait l’apparition du complexe GATA-1-S310A/FOG-1. 
Peut-on appliquer ce phénomène à la différenciation érythroïde ? L’augmentation de la quantité de 
protéines FOG-1 permettrait-elle de restaurer davantage la différenciation érythroïde induite par 
les protéines GATA-1-S310A et GATA-1-V205G-S310D ? 
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3. L’augmentation de la quantité de FOG-1 restaure-t-elle la 
différenciation érythroïde induite par GATA-1-V205G-S310D ? 
 
Nous venons de montrer que la phosphorylation constitutive du mutant GATA-1-V205G 
permettait de restaurer partiellement sa capacité à induire la maturation des cellules érythroïdes 
G1E. D’après les résultats obtenus dans le chapitre précédent, nous avons posé l’hypothèse que 
l’augmentation de la quantité de FOG-1 dans ces cellules pourrait permettre de restaurer davantage 
la différenciation érythroïde induite par GATA-1-V205G-S310D. 
Nous avons alors créé des lignées cellulaires à partir de cellules G1E et G1E-ER exprimant une plus 
grande quantité de FOG-1, puis évalué la capacité des différents mutants de GATA-1 à induire la 
maturation érythroïde de ces nouvelles lignées. 
 
3.1. Etablissement de nouvelles lignées G1E et G1E-ER surexprimant la protéine 
FOG-1 
Pour créer des lignées de G1E et G1E-ER surexprimant FOG-1, nous avons transduit les cellules 
avec un vecteur rétroviral codant pour la protéine FOG-1 et exprimant la GFP. Des lignées contrôles 
exprimant le vecteur vide (MigR) ont également été créées. Après 14 jours de culture, les cellules 
exprimant toujours le vecteur (GFP-positives) ont été triées par FACS de deux manières différentes : 
1) d’une part, nous avons effectué un tri en plaque 96 puits, de manière à obtenir une cellule 
GFP+ par puits. Après amplification, chaque cellule constituera alors un clone indépendant ; 
2) d’autre part, nous avons effectué un tri en tubes de manière à obtenir un « pool » constitué 
d’une population hétérogène de cellules transduites. 
Dans les deux cas, les cellules GFP+ ont été triées en trois populations distinctes séparées en fonction 
de leur intensité de fluorescence (MFI – Mean Fluorescence Intensity) : GFP-low (MFI=103), GFP-
medium (MFI=104) et GFP-high (MFI=105). Les séquences codant pour FOG-1 et la GFP sont situées 
l’une à la suite de l’autre sur le vecteur, séparées par une séquence IRES (Internal Ribosome Entry 
Site). Partant de l’hypothèse que l’expression de la GFP est corrélée à celle de FOG-1, nous 
souhaitions, par ce tri, obtenir des populations cellulaires exprimant différentes quantités de FOG-1. 
Les cellules contrôles transduites par le vecteur vide MigR ont été triées en une seule population 
GFP+. Après deux à quatre semaines d’amplification selon les cas, chaque clone et pool obtenu a été 
congelé. 
Malheureusement, très peu de clones ont pu être cultivés correctement après décongélation et 
parmi ceux que nous avons pu tester par la suite, aucun n’a donné de résultats cohérents. Nous 
avons donc utilisé les pools pour notre étude. Par ailleurs, la capacité des cellules G1E-ER à reprendre 
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leur différenciation en réponse aux œstrogènes nous permettra de valider les nouvelles lignées par 
un effet dose d’œstradiol (voir § 3.2.). 
La suite de notre étude portera donc sur les pools obtenus avec les cellules G1E-ER : le pool G1E-
ER-migr contrôle, le pool G1E-ER-Fog-1-low et le pool G1E-ER-Fog-1-med. Le pool G1E-ER-Fog-1-high 
n’a pas pu être amplifié après tri.  
L’intensité de fluorescence GFP et le niveau d’expression de Fog-1, mesuré par PCR-q, des trois 
lignées utilisées sont représentés en Figure 22. 
 
Figure 22 : Caractéristiques des nouvelles lignées de G1E-ER surexprimant Fog-1 
Les cellules G1E-ER ont été transduites par un vecteur rétroviral codant pour la GFP et la protéine FOG-1 ou le vecteur 
codant uniquement pour la GFP (MigR). Elles ont été triées par FACS en fonction de leur intensité de fluorescence GFP (low 
ou med) représentée en (A). Les niveaux d’ARNm Fog-1 (Zfpm1) et Akt (Akt1) présents dans chaque lignée ont été mesurés 
par PCR-q (B). 
 
3.2. Validation physiologique des nouvelles lignées G1E-ER-Fog-1 par induction 
à l’œstradiol 
Afin de valider l’utilisation des nouvelles lignées G1E-ER-Fog-1 pour l’étude de la différenciation 
érythroïde, nous avons souhaité corréler la surexpression de FOG-1 à un effet physiologique sur la 
différenciation. 
Les cellules G1E-ER expriment stablement la protéine de fusion GATA-1-ER. Celle-ci est activée par 
la présence d’œstrogènes dans le milieu de culture. L’activation de GATA-1-ER conduit à l’induction 
de la différenciation érythroïde et se traduit par une augmentation du niveau d’expression et de 
l’activité transcriptionnelle de la protéine proportionnellement à la quantité d’œstrogènes présents 
dans le milieu (Johnson et al., 2006). D’après notre modèle (proposé dans le chapitre précédent), 
l’augmentation de la quantité de FOG-1 favorise la formation des complexes GATA-1/FOG-1. Elle 
diminue alors la quantité de protéines GATA-1 nécessaires à la formation de ces complexes. Ainsi, 
pour obtenir un effet similaire, les lignées G1E-ER surexprimant la protéine FOG-1 devraient 
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nécessiter une plus faible quantité de protéines GATA-1-ER activées que les cellules G1E-ER. Elles 
devraient alors répondre à une dose d’œstradiol inférieure. 
Ainsi, pour valider l’utilisation de ces nouvelles lignées, nous avons souhaité vérifier, d’une part, 
que l’activation de GATA-1-ER induit correctement la différenciation de ces cellules, et d’autre part, 
que la surexpression de FOG-1 diminue leur seuil de réponse à l’œstradiol. Pour cela, nous avons 
cultivé ces cellules en présence d’une quantité croissante d’œstradiol et comparé la différenciation 
érythroïde obtenue avec celle de la lignée initiale G1E-ER et de la lignée contrôle G1E-ER-migr. 
Habituellement, la concentration d’œstradiol utilisée sur les G1E-ER est de 10-7M (Tsang et al., 1997; 
Gregory et al., 1999), nous avons donc défini une gamme de concentrations allant de 2,5.10-9 à 10-
6M. Les résultats sont présentés Figure 23. 
Les cellules G1E-ER répondent très faiblement à une concentration de 1.10-8M, mais leur réponse 
est maximale à partir de 5.10-8M d’œstradiol comme l’indique le pourcentage de cellules c-Kit- et de 
cellules Ter119+ après 48h, ainsi que le pourcentage de cellules hémoglobinisées après 72h 
d’induction (50%). Les cellules G1E-ER-MigR semblent répondre plus fortement à des doses 
équivalentes : 50% des cellules sont positives à la benzidine après 72h d’induction par 1.10-8M 
d’œstradiol. Cependant, elles atteignent leur maximum de différenciation (70% de cellules 
benzidine+) à la même concentration que les G1E-ER : 5.10-8M. En revanche, la réponse des cellules 
G1E-ER-Fog-1-low est maximale dès la plus faible concentration testée : avec 2,5.10-9M d’œstradiol, 
62,7% des cellules sont négatives pour c-Kit et 33% sont positives pour Ter119 après 48h, et 70% des 
cellules sont positives à la coloration benzidine après 72h. 
La différenciation des nouvelles lignées G1E-ER-Fog-1 peut être induite par des doses 
d’œstradiol inférieures à celle nécessaire à la différenciation des cellules G1E-ER initiales. Grâce à 
la surexpression de FOG-1, ces nouvelles lignées nécessitent une quantité plus faible de GATA-1-ER 
activée pour poursuivre leur différenciation. Ces résultats nous permettent de corréler la 
surexpression de FOG-1 à un effet physiologique et ainsi de valider l’utilisation de ces nouvelles 
lignées pour la suite de l’étude. 
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Figure 23 : Les nouvelles lignées G1E-ER-Fog-1 répondent à des doses plus faibles d’œstradiol 





 mol/L). A et B. Après 48h d’induction, les pourcentages de cellules c-Kit-négatives et de cellules Ter119-
positives sont mesurés par cytométrie en flux. C. Le pourcentage de cellules hémoglobinisées est mesuré après 72h 
d’induction par coloration à la benzidine. 
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3.3. La protéine GATA-1-V205G-S310D restaure-t-elle une différenciation 
érythroïde totale dans les cellules surexprimant FOG-1 ? 
Pour évaluer l’effet de la surexpression de FOG-1 sur la différenciation érythroïde induite par la 
protéine GATA-1-V205G-S310D, nous avons transduit les nouvelles lignées G1E-ER-Fog-1 avec les 
différentes formes de la protéine GATA-1. L’induction de la différenciation érythroïde a été mesurée 
par cytométrie de flux grâce au marqueur Ter119 caractéristique des stades terminaux, et par 
coloration à la benzidine. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 24. 
Quelle que soit la lignée cellulaire, la protéine GATA-1-WT induit la maturation des cellules de la 
même manière : elle entraîne l’apparition d’environ 70% de cellules Ter119+ (Fig24B) et d’environ 
60% de cellules positives à la benzidine (Fig24C). La surexpression de FOG-1 n’a donc pas d’effet sur 
la différenciation induite par GATA-1-WT. De plus, quelle que soit la lignée cellulaire, GATA-1-V205G 
et GATA-1-V205G-S310A n’induisent pas de différenciation érythroïde. La surexpression de FOG-1 
seule n’est pas suffisante pour restaurer la différenciation érythroïde de GATA-1-V205G. Comme 
nous l’avons montré précédemment, les protéines GATA-1-S310A et GATA-1-V205G-S310D 
permettent une maturation partielle des cellules G1E-ER (histogramme bleu) : environ 40% des 
cellules exprimant GATA-1-S310A et 20% des cellules exprimant GATA-1-V205G-S310D sont positives 
pour le Ter119 (Fig24B) et la coloration benzidine (Fig24C). Nous pouvons remarquer que quelle que 
soit la condition, les résultats obtenus dans la lignée contrôle G1E-ER-MigR sont équivalents à ceux 
obtenus avec la lignée de départ G1E-ER. L’expression stable d’un vecteur exogène n’a donc pas 
d’effet en elle-même sur la différenciation érythroïde. 
En revanche, dans les lignées G1E-ER-Fog-1-low (histogramme vert) et G1E-ER-Fog-1-med 
(histogramme violet), l’expression de la protéine GATA-1-V205G-S310D entraîne l’apparition de 70% 
de cellules Ter119+ (Fig24A et B) et 60% de cellules positives à la benzidine (Fig24C). Elle restaure la 
différenciation érythroïde au même niveau que la protéine GATA-1-WT. Il est intéressant de noter 
que la différenciation induite par GATA-1-S310A est également restaurée au même niveau que 
GATA-1-WT (70% de cellules Ter119+ et 60% de cellules benzidine+) dans la lignée G1E-ER-Fog-1-
med. On ne retrouve pas ces résultats dans la lignée G1E-ER-Fog-1-low : la quantité de FOG-1 n’est 
peut-être pas suffisante pour restaurer une différenciation complète. 
Ces résultats montrent que la surexpression de FOG-1 dans les cellules G1E-ER permet de 
restaurer totalement la différenciation érythroïde induite par la protéine GATA-1-V205G-S310D. 
Elle restaure également la différenciation induite par GATA-1-S310A. 
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Figure 24 : L’augmentation de la quantité de FOG-1 restaure totalement la différenciation érythroïde induite par GATA-1-
V205G-S310D 
Les cellules G1E-ER, G1E-ER-MigR, G1E-ER-Fog-1-low et G1E-ER-Fog-1-med sont transduites ou non (NT) avec le vecteur 
vide (migr) ou les vecteurs codant pour GATA-1-WT, GATA-1-S310A, GATA-1-V205G, GATA-1-V205G-S310A ou GATA-1-
V205G-S310D. Le taux de transduction est évalué par le % de GFP uniquement dans la lignée de départ G1E-ER, les autres 
lignées exprimant déjà la GFP. Pour chaque condition, le taux de transduction est d’environ 100%. A J5 après transduction, 
le pourcentage de cellules positives pour le marqueur de différenciation érythroïde terminale murin Ter119 est mesuré par 
cytométrie en flux. Les données de cytométrie de la lignée G1E-ER-Fog-1-med sont montrées à titre d’exemple (A). Toutes 
les données obtenues sont résumées dans l’histogramme (B). Une coloration benzidine est effectuée à J5, les pourcentages 
de cellules positives de chaque condition sont présentés dans l’histogramme (C). 
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Conclusion II 
 
La mutation GATA-1-V205G abroge l’interaction GATA-1/FOG-1. Par conséquent, elle bloque la 
maturation érythroïde et entraîne une anémie létale chez la souris. Chez l’homme, une mutation 
similaire (GATA-1-V205M) entraîne une anémie dysérythropoïétique sévère. 
Dans le chapitre précédent, nous avions défini un modèle moléculaire dans lequel la 
phosphorylation de GATA-1 par Akt et la quantité de protéines FOG-1 sont deux éléments 
régulateurs de la balance entre le contrôle de la prolifération et l’induction de la différenciation 
érythroïde. Nous avons alors tenté d’appliquer ce modèle moléculaire au cas de la mutation GATA-1-
V205G. 
Les résultats présentés dans ce chapitre montrent que : 
- la protéine GATA-1-V205G n’est pas phosphorylée par Akt sur la Ser310 ; 
- la phosphorylation constitutive de cette protéine (GATA-1-V205G-S310D) restaure une 
différenciation érythroïde partielle in vitro, équivalente à celle induite par GATA-1-S310A ; 
- l’augmentation de la quantité de FOG-1 permet de restaurer entièrement la différenciation 
érythroïde induite par les protéines GATA-1-V205G-S310D et GATA-1-S310A in vitro. 
 
 
Figure 25 : La phosphorylation constitutive et l’augmentation de FOG-1 restaurent entièrement la différenciation 
érythroïde induite par GATA-1-V205G 
 
Ainsi, nous avons validé notre modèle moléculaire en montrant qu’il est applicable au cas d’une 
protéine GATA-1 déficiente abrogeant la différenciation érythroïde et impliquée dans une pathologie 
humaine. L’application de ce modèle permet de restaurer le phénotype létal causé par une mutation 
ponctuelle du facteur de transcription érythroïde majeur GATA-1. 
  







III. Application à un modèle physiologique : étude d’un 
modèle de souris Knock-In exprimant une protéine 
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Les résultats présentés dans les chapitres précédents montrent que la phosphorylation de GATA-1 
par Akt sur la Ser310 augmente l’affinité de GATA-1 pour FOG-1. Elle favorise ainsi la formation du 
complexe GATA-1/FOG-1, et la dissociation de GATA-1/pRb/E2F, permettant la reprise du cycle 
cellulaire et la poursuite de la différenciation érythroïde. Dans un contexte où l’affinité de GATA-1 
pour FOG-1 est fortement réduite (mutants GATA-1-V205G et -S310A), la phosphorylation 
constitutive de GATA-1 et/ou l’augmentation de la quantité de FOG-1 permet de restaurer la 
différenciation érythroïde terminale. Tous ces résultats ont été obtenus in vitro.  
Dans cette dernière partie de ma thèse, je me suis intéressée au rôle physiologique de la 
phosphorylation de GATA-1. Pour cela, j’ai utilisé le modèle transgénique murin établi par l’équipe de 
S.H. Orkin (Rooke and Orkin, 2006). Ces souris expriment une forme de GATA-1 non phosphorylable 
par Akt (GATA-1-S310A). L’étude de ces souris a montré qu’elles étaient viables et que leurs 
paramètres sanguins sont normaux. L’analyse des progéniteurs érythroïdes précoces médullaires par 
test clonogénique a montré que la capacité de différenciation des progéniteurs gata-1-S310A n’est 
pas affectée. L’analyse des stades terminaux de l’érythropoïèse a été réalisée par cytométrie à l’aide 
des marqueurs CD71/Ter119 : les proportions de chaque population sont identiques chez les souris 
gata-1-S310A et contrôles, indiquant qu’il n’y a pas de blocage de la différenciation érythroïde. 
L’analyse de l’érythropoïèse fœtale a été réalisée à E12.5, E14.5 et E17.5 : la capacité de 
différenciation des progéniteurs précoces gata-1-S310A est normale, et aucun blocage de la 
différenciation n’est mis en évidence. L’érythropoïèse de stress de ces souris semble normale : la 
réponse à une anémie aiguë induite par traitement à la phénylhydrazine est comparable à celle des 
souris contrôles. En conclusion, l’érythropoïèse fœtale et adulte des souris gata-1-S310A semble 
normale. Toutefois, les auteurs concluent que, même si les fonctions « critiques et non-
redondantes » de GATA-1 ne semblent pas affectées par l’absence de phosphorylation de GATA-1, ils 
n’excluent pas un phénomène de compensation. 
Au vu de nos résultats, nous avons posé l’hypothèse qu’il existe des mécanismes permettant de 
compenser l’absence de phosphorylation de GATA-1 in vivo. En effet, l’étude initiale des souris gata-
1-S310A a été menée dans des conditions optimales : les progéniteurs érythroïdes ont été cultivés 
dans un milieu riche contenant de l’insuline, de l’holotransferrine, de l’Epo et du SCF. Ces facteurs 
extracellulaires sont tous de puissants activateurs des voies de signalisation et leur présence dans le 
milieu de culture peut masquer un défaut de prolifération et/ou de différenciation. De même, 
l’érythropoïèse fœtale a été étudiée à partir de E12.5, stade de développement où l’érythropoïèse 
définitive est déjà établie. On peut penser que, s’il existe des phénomènes de compensation, ils 
seront déjà établis à ce stade. Pour notre étude, nous nous placerons donc à un stade plus précoce 
de l’érythropoïèse fœtale (E11.5). De plus, nous étudierons les progéniteurs érythroïdes dans des 
conditions plus drastiques de culture. 
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1. L’érythropoïèse fœtale des souris gata-1-S310A est-elle équivalente 
à celle des souris contrôle ? 
 
Afin d’évaluer l’implication de la phosphorylation de GATA-1 au cours de l’érythropoïèse fœtale, 
nous avons analysé les foies fœtaux d’embryons contrôles et gata-1-S310A à 11.5 jours de 
développement (E11.5). Pour cela, nous avons accouplé des souris âgées de 12 semaines. Afin de 
maîtriser au mieux l’âge des embryons, nous avons tout d’abord évalué dans notre cohorte de 
femelles la phase du cycle d’ovulation par frottis vaginal (Caligioni, 2009; Byers et al., 2012). Seules 
les femelles en pro-œstrus sont pesées puis accouplées. Le lendemain matin, le mâle est retiré : ce 
jour est alors défini comme jour de développement embryonnaire E0.5. Onze jours après, les 
femelles sont à nouveau pesées pour évaluer la présence d’embryons. Les femelles gestantes sont 
sacrifiées et le stade de développement des embryons est vérifié par observation de leur 
morphologie à la loupe binoculaire : à E11.5, on distingue nettement la tête et la vésicule 
cristallinienne, ainsi que la palette des membres supérieurs où les doigts ne sont pas encore 
apparents. Le foie de chacun des embryons est alors disséqué puis dissocié à l’aide d’une seringue et 
filtré sur une membrane de nylon de 30 µm. Les hépatocytes, dont la taille moyenne est de 40µm, 
seront ainsi retenus par le filtre, tandis que les progéniteurs érythroïdes (20-25µm) seront récupérés 
dans le filtrat. 
 
Deux types de numération sont effectués :  
1) Les cellules vivantes contenues dans chaque foie sont évaluées sur hémacytomètre après 
coloration au bleu trypan (Fig26A) ; 
2) Afin d’évaluer la proportion de cellules érythroïdes dans la suspension cellulaire, nous 
utilisons une évaluation par cytométrie du pourcentage de cellules portant le marqueur de surface  
CD71. Ce marqueur correspond au récepteur à la transferrine et est exprimé exclusivement sur les 
cellules érythroïdes (Fraser et al., 2007). Le pourcentage de cellules CD71-positives (CD71+) est alors 
multiplié par le nombre total de cellules comptées afin d’obtenir le nombre de cellules CD71+ 
(Fig26B).  
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Figure 26 : A E11.5, la cellularité des foies fœtaux des souris gata-1-S310A est différente de celle des souris contrôles 
Les foies fœtaux d’embryons Contrôle et gata-1-S310A à E11.5 sont disséqués puis dissociés à l’aide d’une seringue et filtré 
sur une membrane de nylon de 30µm. A. Les cellules vivantes sont dénombrées par une coloration au bleu trypan. B. Le 
pourcentage de cellules CD71+, marqueur érythroïde, est évalué par cytométrie. Il est ensuite rapporté au nombre de 
cellules total pour déterminer le nombre de cellules CD71+. 
 
Les résultats montrent que les foies fœtaux d’embryons gata-1-S310A contiennent en moyenne 
3,2 fois plus de cellules que les foies contrôles (Fig26A). La différence observée est hautement 
significative (p = 4,17.10-15) sur un grand nombre d’échantillons. Si l’on s’intéresse à la fraction CD71+ 
correspondant aux cellules érythroïdes (Fig26B), on retrouve un ratio équivalent puisque le nombre 
de cellules CD71+ chez les souris gata-1-S310A est supérieur (environ 3,7 fois) par rapport aux souris 
contrôle et ce, de manière hautement significative (p = 2,04.10-14). Ainsi, à E11.5, stade de 
développement embryonnaire correspondant à l’installation de l’érythropoïèse définitive, la 
cellularité des foies fœtaux des souris gata-1-S310A est supérieure de plus de 3 fois à celle des 
souris contrôles. 
 
Afin d’analyser les différents stades de l’érythropoïèse, les cellules de chaque foie fœtal ont été 
marquées à l’aide d’anticorps anti-CD71 et anti-Ter119 couplés à des fluorochromes. L’expression 
dynamique de ces deux marqueurs permet la discrimination des différents stades de l’érythropoïèse 
chez la souris (Socolovsky et al., 2001; Zhang et al., 2003). Ces stades sont nommés de R1 à R5. Un 
marqueur de viabilité est également utilisé afin d’exclure les cellules mortes. Les résultats sont 
présentés dans la Figure 27A. Les valeurs obtenues pour chaque population sont regroupées sous 
forme d'histogramme (Fig27B).   
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Figure 27 : A E11.5, les foies fœtaux gata-1-S310A contiennent plus de cellules matures que les contrôles 
Les foies fœtaux d’embryons contrôle et gata-1-S310A à E11.5 sont disséqués puis dissociés à l’aide d’une seringue et filtré 
sur une membrane de nylon de 30µm. Les différentes populations érythroïdes (R1-R5) sont identifiées par un double 
marquage CD71/Ter119 et analysées par cytométrie en flux. (n=21). A. Deux images de cytométrie représentatives sont 
montrées. B. Les moyennes des pourcentages de chaque population pour chaque génotype sont représentées dans le 
graphique. Les probabilités (p=) sont calculées par le test de Student et sont indiquées en rouge lorsque la différence est 
significative. R1 : progéniteurs précoces (BFU-e, CFU-e) ; R2 : proérythroblastes ; R3 : érythroblastes basophiles ; R4 : 
érythroblastes polychromatophiles et acidophiles ; R5 : réticulocytes. 
 
Le graphique montre des différences significatives dans le pool des progéniteurs (Figure 27). En 
effet, la population R1, correspondant aux BFU-e et CFU-e (CD71-/Ter119-), est moins représentée 
chez les souris gata-1-S310A. On n’observe pas de différence significative pour les populations 
intermédiaires correspondant aux proérythroblastes (R2 : CD71+/Ter119-) et aux érythroblastes 
basophiles (R3 : CD71high/Ter119+). Par contre, les populations les plus matures correspondant aux 
érythroblastes polychromatophiles, acidophiles et réticulocytes (R4 : CD71low/Ter119+  et R5 : CD71-
/Ter119+) sont plus représentées dans les embryons gata-1-S310A que dans les contrôles. On peut 
remarquer que dans les deux lignées, la population la plus mature est très faiblement représentée : 
ceci est du au stade précoce de développement (E11.5) choisi pour notre étude où l'énucléation des 
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acidophiles n'est pas encore installée. Malgré une apparente accélération de la différenciation 
érythroïde vers les stades les plus matures, cette population reste très mineure pour les souris gata-
1-S310A. En conclusion, les foies fœtaux des  souris gata-1-S310A  possèdent une population 
hématopoïétique où tous les stades sont représentés, mais où le pourcentage de progéniteurs est 
inférieur à celui des souris contrôles. A l'inverse, les derniers stades de différenciation, et en 
particulier à partir des érythroblastes polychromatophiles, semblent plus représentés. Il semble 
qu’il y ait un déplacement des populations précoces vers les populations plus matures chez les 
souris gata-1-S310A. 
 
Nous avons vu que les foies fœtaux des souris gata-1-S310A contiennent plus de cellules que ceux 
des contrôles. Si l’on s’intéresse au nombre absolu de cellules contenues dans chaque population 
hématopoïétique, on constate que le nombre de cellules gata-1-S310A est significativement 
supérieur au nombre de cellules contrôles dans chaque population (Figure 28).  
 
 
Figure 28 : A E11.5, le nombre de cellules contenues dans chaque population érythroïde est supérieur dans les foies 
fœtaux gata-1-S310A 
Le graphique représente le nombre absolu de cellules contenues dans chaque population, obtenu en rapportant le 
pourcentage de chaque population à la cellularité totale du foie (cf Fig27) (n=21). Les probabilités (p=) significatives, 
déterminées par le test de Student, sont indiquées en rouge. Les ratios gata-1-S310A/contrôle sont indiqués (r=). 
 
 
Existe-t-il des différences pour chaque population comme nous l’avons observé en pourcentage ? 
Pour cela, nous avons calculé les ratios indiqués en italique sous chaque population (r=) et 
correspondant au rapport entre la valeur obtenue pour les souris gata-1-S310A et celle obtenue pour 
les souris contrôles. Ce ratio nous permet d’évaluer plus précisément les différences entre les souris 
gata-1-S310A et contrôles pour chaque population. On peut remarquer que ce ratio n’est pas 
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constant pour toutes les populations et qu’il augmente progressivement en fonction des stades de 
différenciation : il est de 2 fois pour les progéniteurs (R1) et les proérythroblastes (R2) pour 
augmenter ensuite au cours des derniers de maturation (3 pour R3 ; 4,5 pour R4 et 6 pour R5). Les 
foies fœtaux des souris gata-1-S310A semblent donc contenir plus de cellules aux stades les plus 
matures de l’érythropoïèse. Toutefois, l’évaluation à l’aide des ratios est une approche grossière car 
le rapport est calculé entre les moyennes et nous n’avons pas accès à la force statistique avec ce 
genre de calcul. C’est pourquoi nous avons calculé le ratio entre le nombre d’érythroblastes matures 
(R3+R4) et le nombre de proérythroblastes (R2) pour chaque foie fœtal gata-1-S310A et contrôle. 
Avec ce calcul, nous avons accès à la fois à une évaluation statistique des différences observées, mais 
également à une image de la quantité de cellules matures obtenues à partir du pool de 
proérythroblastes. Les résultats sont présentés dans la Figure 29.  
 
 
Figure 29 : A E11,5, le ratio érythroblastes/proérythroblastes est supérieur dans les foies fœtaux gata-1-S310A 
Le ratio érythroblastes (R3+R4) / proérythroblastes (R2) est calculé pour chaque foie fœtal contrôle et gata-1-S310A à partir 
du nombre de cellules contenues dans chaque population (cf Figure 28). 
 
Le résultat indique que ce ratio est significativement plus élevé chez les souris gata-1-S310A 
(p=0,008). Ainsi, à partir d’une même quantité de proérythroblastes, les foies fœtaux des souris gata-
1-310A sont capables de produire environ deux fois plus d’érythroblastes matures comparés aux 
contrôles.  
L’augmentation globale de la cellularité du foie fœtal chez les souris gata-1-S310A est non 
seulement due à une augmentation du nombre de cellules dans chaque population mais 
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Nous avons vu que les foies fœtaux des souris gata-1-S310A semblent contenir en pourcentage 
moins de progéniteurs (stade R1 : CD71-/Ter119-) que leurs équivalents contrôles (10,97% pour les 
gata-1-S310A versus 16,44% pour les souris contrôles) mais ces progéniteurs semblent produire plus 
de cellules matures. Afin d’étudier les capacités de différenciation des progéniteurs érythroïdes du 
foie fœtal, nous avons réalisé un test de clonogénicité. Des études précédentes (Rooke and Orkin, 
2006) ont montré que les progéniteurs de foies fœtaux des souris gata-1-S310A étaient identiques à 
ceux des contrôles. Toutefois, la culture a été effectuée en milieu riche en cytokines. Ces 
concentrations saturantes peuvent masquer les différences en sur-activant les voies de signalisation.  
Nous avons donc décidé de cultiver les cellules dans des conditions sous-optimales de culture de 
manière à révéler une potentielle différence entre les deux types de cellules. Pour cela, nous avons 
ensemencé 105 cellules/puits dans un milieu semi-solide (méthyl-cellulose) contenant de l’insuline, et 
de l’holotransferrine (nommé M3234), additionné d’Epo (2U/mL) et de SCF (10ng/mL). Cette 
condition, que nous nommerons « condition optimale », est la même que celle utilisée dans l’étude 
de Rooke&Orkin et nous servira de contrôle. Les cellules ont également été cultivées en présence de 
différentes concentrations d’Epo (2 à 0,05 U/mL) mais en absence de SCF (-). Ces conditions seront 
qualifiées de « condition sous-optimales ». Le nombre de colonies (BFU-e) obtenu est compté 14 
jours après la mise en culture. Les résultats sont présentés Figure 30. Pour faciliter l’interprétation 
des résultats, nous avons également indiqué (en blanc) le nombre relatif de colonies issues de 
cellules de foies fœtaux gata-1-S310A lorsque celui des souris contrôles est arbitrairement fixé à 100.  
 
Figure 30 : Les progéniteurs fœtaux gata-1-S310A sont plus sensibles à l’absence de SCF que les contrôles 
Les cellules de foies fœtaux contrôles et gata-1-S310A ont été mises en culture (10
5
 cellules/puits) dans un milieu semi-
solide (méthyl-cellulose) contenant de l’insuline et de la transferrine (M3234) additionné de différentes concentrations 
d’Epo et de SCF à 10ng/mL ou non (-). Après 14 jours, le nombre de colonies (BFU-e) formées a été déterminé. Le graphique 
représente les moyennes de trois expériences. Les probabilités (p=) sont déterminées par le test de Student. Le nombre 
relatif de colonies issues de cellules de foies fœtaux gata-1-S310A lorsque celui des souris contrôles est arbitrairement fixé 
à 100 est indiqué en blanc. 
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Pour les conditions de culture optimales, nous obtenons un nombre équivalent de BFU-e pour les 
deux lignées murines (nombre relatif de 106 versus 100 pour le contrôle, soit 106%) : comme publié 
précédemment, dans les conditions optimales de culture, le nombre de colonies obtenues avec les 
cellules de foies fœtaux gata-1-S310A est équivalent au contrôle. En culture avec Epo seule, le 
nombre de colonies issues des deux lignées est fortement diminué par rapport aux conditions 
optimales. Dans ces conditions sous-optimales, une différence significative s’installe entre les deux 
lignées : le nombre relatif de colonies issues des foies fœtaux de souris gata-1-S310A est de 36% par 
rapport au contrôle. Ainsi, il existe une différence entre les progéniteurs gata-1-S310A et les 
progéniteurs contrôles et cette différence peut être observée dans des conditions sous-optimales de 
culture. On observe alors que les progéniteurs gata-1-S310A sont plus sensibles à l’absence de SCF 
que les contrôles.  
Qu’en est-il de l’effet de l’Epo ? Pour évaluer l’effet de l’Epo sur la différenciation des 
progéniteurs, nous avons réalisé ensuite, en absence de SCF, une gamme décroissante d’Epo 
(0,5U/mL – 0,1U/mL – 0,05U/mL – 0U/mL). Pour les deux types de cellules, le nombre de colonies 
obtenues diminue progressivement avec la quantité d’Epo, avec toujours un nombre de colonies 
gata-1-S310A inférieur à celui du contrôle. Si l’on compare les différents ratios, on remarque qu’ils 
sont identiques pour les différentes concentrations d’Epo (36% pour 2U/mL et 37% pour 0.5U/mL). 
On peut en déduire que la diminution de la quantité d’Epo dans le milieu a le même effet sur la 
survie des deux types de progéniteurs. Ainsi, en absence de SCF, les progéniteurs gata-1-S310A et 
contrôles répondent à l’Epo de façon équivalente. En conclusion, afin d’observer des différences 
entre les deux lignées murines, nous devons cultiver les progéniteurs en absence de SCF. Dans ces 
conditions sous-optimales de culture, les progéniteurs des foies fœtaux de souris gata-1-S310A 
forment moins de colonies que les équivalents contrôles. Leur sensibilité à l’Epo semble cependant 
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Nous avons également évalué la taille des colonies formées dans les conditions de culture 
optimales en comptant le nombre de cellules par colonie (Figure 31). 
 
Figure 31 : Le nombre de cellules par colonie est équivalent pour les progéniteurs fœtaux gata-1-S310A et contrôles 
Les cellules de foies fœtaux contrôles et gata-1-S310A ont été mises en culture (10
5
 cellules/puits) dans un milieu semi-
solide (méthyl-cellulose) contenant de l’insuline et de la transferrine (M3234) additionné d’Epo (2U/mL) et de SCF 
(10ng/mL). Après 14 jours, le nombre de cellules par colonie formée a été compté pour 14 colonies contrôles et 14 colonies 
gata-1-S310A (n=14). NS : non significatif. 
 
En moyenne, le nombre de cellules par colonies est équivalent pour les cellules gata-1-S310A et 
les contrôles. Les progéniteurs gata-1-S310A et contrôles semblent avoir une capacité de 
différenciation identique. 
 
L’insuline et l’holotransferrine étant également des facteurs stimulants puissants de 
l’érythropoïèse (Coulon et al., 2011; Miyagawa et al., 2000), quel serait le comportement des 
progéniteurs gata-1-S310A en leur absence ? Pour répondre à cette question, les cellules ont été 
ensemencées dans un milieu semi-solide ne contenant ni insuline ni holotransferrine (nommé 
M3231), dans les conditions optimales (2U/mL d’Epo et 10ng/mL de SCF) et sous-optimales de 
culture (Epo 2U/mL). Le nombre de colonies (BFU-e) a été évalué 14 jours après la mise en culture et 
le nombre de cellules a été compté. Les résultats sont présentés Figure 32. 
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Figure 32 : La capacité clonogénique des BFU-e de foie fœtal gata-1-S310A est dépendante de la présence d’insuline et 
d’holotransferrine dans le milieu 
Les cellules de foies fœtaux contrôles et gata-1-S310A ont été mises en culture (10
5
 cellules/puits) dans un milieu semi-
solide (méthyl-cellulose) sans insuline ni transferrine (M3231) additionné d’Epo (2U/mL) et de SCF (10ng/mL) ou d’Epo 
seule (2U/mL). A. Après 14 jours, le nombre de colonies (BFU-e) formées a été déterminé. Le graphique représente les 
moyennes de trois expériences. Les probabilités (p=) sont déterminées par le test de Student. Le nombre relatif de colonies 
issues de cellules de foies fœtaux gata-1-S310A lorsque celui des souris contrôles est arbitrairement fixé à 100 est indiqué 
en blanc. B. Le nombre de cellules par colonies formées en présence d’Epo+SCF a été déterminé pour 14 colonies de 
chaque génotype (n=14). NS : non significatif. 
 
En présence d’Epo et de SCF, on obtient un grand nombre de colonies pour les cellules contrôles. 
On peut remarquer que ce chiffre est équivalent à celui obtenu précédemment dans le milieu de 
culture M3234 contenant de l'insuline et de l'holotransferrine (Figure 30) : en présence d’Epo et de 
SCF, l’insuline et l'holotransferrine ne semblent pas avoir d’effet sur la capacité des progéniteurs 
érythroïdes contrôles à former des colonies. Par contre, le nombre de colonies gata-1-S310A 
obtenues est significativement inférieur à celui des contrôles : le ratio est de 29% du contrôle. La 
capacité clonogénique des BFU-e gata-1-S310A est donc dépendante de la présence d’insuline et 
d'holotransferrine dans le milieu. 
En présence d’Epo seule, le nombre de colonies gata-1-S310A et contrôles diminue fortement et 
de manière parallèle comme le montre le ratio de 29% (Figure 32A). Ainsi, l'absence de SCF ne 
semble pas impacter les capacités clonogéniques des cellules gata-1-S310A par rapport au contrôle : 
en absence d’insuline et d'holotransferrine, l’effet du SCF sur la clonogénicité des BFU-e est 
équivalent sur les deux lignées. Ainsi, au vu de ces résultats et des résultats précédents, si on 
hiérarchise les différents facteurs, l'effet de l'insuline et/ou de l'holotransferrine sur les progéniteurs 
semble donc dominant sur l'effet du SCF et de l'Epo. 
Le nombre de cellules par colonies obtenues en présence d’Epo et de SCF a été compté pour 
chacun des génotypes (Figure 32B). En absence d’insuline et de transferrine, les colonies contrôles et 
gata-1-S310A contiennent un nombre de cellules équivalent. Ce chiffre est tout de même inférieur à 
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celui obtenu dans les conditions optimales de culture (Figure 31). L’insuline et la transferrine 
semblent donc avoir un rôle majeur sur la capacité des BFU-e gata-1-S310A à former des colonies 
mais pas sur le nombre de cellules formant ces colonies. 
 
En conclusion, l’analyse de l’érythropoïèse fœtale à un stade précoce du développement 
embryonnaire (E11.5) a permis de mettre en évidence chez les souris gata-1-S310A par rapport aux 
souris contrôles : 
- une augmentation globale du nombre de cellules érythroïdes ; 
- une augmentation du ratio cellules matures (érythroblastes) / cellules précoces 
(proérythroblastes) ; 
- une plus forte sensibilité des progéniteurs érythroïdes gata-1-S310A à l’insuline, 
l'holotransferrine et au SCF. L’effet de l’insuline+transferrine est dominant sur l’effet du 
SCF.  
 
Trouverons-nous ces mêmes éléments dans l'érythropoïèse adulte? 
 
2. L’érythropoïèse adulte des souris gata-1-S310A est-elle équivalente à 
celle des souris contrôle ? 
 
Afin d’évaluer l’impact de la phosphorylation de GATA-1 sur l’érythropoïèse adulte, nous avons 
étudié d’une part les cellules circulantes en mesurant les paramètres sanguins et la durée de vie des 
globules rouges, d’autre part la production érythrocytaire par l’analyse des cellules érythroïdes 
médullaires et spléniques. 
 
2.1. Les globules rouges gata-1-S310A sont-ils équivalents aux contrôles ? 
Nous avons analysé les paramètres sanguins des souris gata-1-S310A et contrôles (Fig33A). 
Comme publié précédemment par l’équipe de S.H. Orkin, nous n’observons aucune différence 
significative entre les valeurs mesurées chez les individus gata-1-S310A et les contrôles. Le 
pourcentage de réticulocytes a également été mesuré en cytométrie de flux par un marquage au 
Thiazole Orange (Fig33B) : le nombre de réticulocytes est équivalent entre les souris gata-1-S310A et 
contrôle. 
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Figure 33 : Les paramètres sanguins des souris gata-1-S310A sont équivalents aux contrôles 
A. Les paramètres sanguins sont mesurés par un automate (Médonic CA620). Les moyennes des valeurs obtenues pour les 
souris contrôle et gata-1-S310A sont indiquées dans le tableau. Pour chaque moyenne, l’écart moyen est indiqué en italique 
entre parenthèses. B. Le pourcentage de réticulocytes circulants a été déterminé par cytométrie en flux par un marquage 
au Thiazole Orange. Deux images représentatives sont présentées. L’ensemble des valeurs obtenues pour quatre individus 
de chaque génotype (n=4) est représenté dans le graphique. GR : Globules Rouges ; HGB : Hémoglobine ; HCT : 
Hématocrite ; VGM : Volume Globulaire Moyen ; TCMH : Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine ; CCMH : 
Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine. 
 
Nous avons observé au cours de l’érythropoïèse fœtale une augmentation de la production 
érythrocytaire chez les souris gata-1-S310A. Pourtant, les paramètres sanguins de ces souris, en 
particulier le nombre de globules rouges, sont normaux. Toutefois, le nombre de globules rouges 
circulant est le résultat de l'équilibre entre la production et la destruction des globules rouges. Nous 
avons alors souhaité mesurer la durée de vie des globules rouges. Pour cela, les globules rouges ont 
été marqués in vivo par injection d’une solution de NHS-biotine (N-hydrosuccinimide couplé à la 
biotine) par voie intraveineuse. La NHS-biotine va fixer les protéines membranaires des cellules 
sanguines. Les cellules ainsi marquées seront ensuite détectées en cytométrie de flux grâce à un 
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fluorochrome couplé à la streptavidine. On distinguera les érythrocytes par un marquage Ter119. 
Ainsi, les érythrocytes biotinylés sont les cellules Ter119+/streptavidine+ (Fig34A). Après injection, 
des prélèvements sanguins sont effectués régulièrement. A J0, la valeur obtenue correspond à 100% 
de marquage. La disparition du marquage NHS-biotine reflète la clairance des globules rouges 
marqués à J0. On définit la durée de vie comme le temps nécessaire à la disparition complète du 
marquage. Les résultats obtenus sont présentés Figure 34B. 
 
Figure 34 : La durée de vie des globules rouges gata-1-S310A est plus courte que celle des contrôles 
Les globules rouges sont marqués in vivo par injection d’une solution de NHS-biotine (N-hydrosuccinimide-biotine – 
50mg/kg) à J0 par voie intraveineuse dans 4 souris contrôle et 4 souris gata-1-S310A (n=4). A. Des prélèvements sanguins 
sont réalisés régulièrement. Les cellules biotinylées sont détectées par un fluorochrome (FITC) couplé à la streptavidine. Le 
pourcentage d’érythrocytes biotinylés est défini comme le pourcentage de cellules Ter119-PE+/streptavidine-FITC+ 
(rectangle rouge). B. Pour chaque individu, les valeurs obtenues à chaque prélèvement sont rapportées à la valeur à J0 qui 
est fixée à 100%. Les moyennes des valeurs obtenues sont représentées dans le graphique. 
 
Chez la souris, la durée de vie moyenne des globules rouges est d’environ 40 jours. Comme le 
montre la figure 34B, chez les souris contrôles, le taux d’érythrocytes biotinylés diminue 
progressivement. A J44, il reste environ 6% de globules rouges marqués. Par contre, chez les souris 
gata-1-S310A, le taux d’érythrocytes marqués diminue plus rapidement. A J14, il est 3 fois moins 
élevé que celui des contrôles (16% vs 51%). Vingt-cinq jours après le marquage, il ne reste que 1,6% 
de globules rouges marqués. La clairance des érythrocytes gata-1-S310A est donc deux fois plus 
rapide que celles des contrôles.  
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Ainsi, malgré des paramètres sanguins normaux, les globules rouges des souris gata-1-S310A 
ont une durée de vie deux fois plus courte que celle des globules rouges contrôles. 
L’absence de phosphorylation de GATA-1 diminue la durée de vie des globules rouges. Nous 
pouvons supposer qu’elle induit une fragilité de la cellule ou des défauts morphologiques qui 
conduisent à la destruction prématurée des érythrocytes. 
 
L’augmentation de la production érythrocytaire permettrait-elle  de compenser la perte excessive 
de globules rouges ? Pour répondre à cette question, nous avons étudié les différents sites de 
production des globules rouges. 
 
2.2. La production érythrocytaire des souris gata-1-S310A adultes est-elle 
équivalente à celle des contrôles ? 
Nous avons observé au cours de l’érythropoïèse fœtale des souris gata-1-S310A une 
augmentation de la production érythrocytaire et une dépendance des progéniteurs érythroïdes 
précoces à l’insuline, la transferrine et au SCF. Ces caractéristiques sont-elles retrouvées chez 
l’adulte ? 
Pour répondre à cette question, nous avons analysé les différentes populations de progéniteurs 
érythroïdes médullaires et spléniques par les marqueurs CD71 et Ter119. L’analyse des progéniteurs 
médullaires permet d’étudier l’érythropoïèse physiologique, tandis que les progéniteurs de la rate 
permettent l’analyse de l’érythropoïèse de stress. Les résultats sont présentés Figure 35.  
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Figure 35 : La production érythrocytaire des souris gata-1-S310A adultes est équivalente aux contrôles 
A. Les cellules de moelle de souris contrôles et gata-1-S310A ont été prélevées puis analysées par cytométrie flux. B. La rate 
de souris contrôle et gata-1-S310A a été prélevée, dissociée, et les cellules ont été analysées en cytométrie. 
Les deux types de cellules ont été marqués par les anticorps CD71-FITC et Ter119-PE. Les pourcentages des différentes 
populations (R1-R5) sont indiqués. R1 : progéniteurs précoces ; R2 : proérythroblastes ; R3 : érythroblastes basophiles ; R4 : 
érythroblastes polychromatophiles et acidophiles ; R5 : réticulocytes. 
 
Dans la moelle (Fig35A), on observe que les différentes populations de progéniteurs érythroïdes 
sont représentées de façon équivalente chez les souris gata-1-S310A et contrôles. L’érythropoïèse 
physiologique ne semble pas être modifiée. Dans la rate (Fig35B), nous n’observons pas non plus de 
différence significative dans les proportions des progéniteurs gata-1-S310A et contrôles. On peut 
noter dans les deux cas une faible proportion d’érythroblastes (R3-R4), due au fait qu’en conditions 
physiologiques normales, la rate est un organe érythroïde secondaire. Nous pouvons alors en déduire 
que les souris gata-1-S310A ne présentent pas d’activation de l’érythropoïèse de stress. 
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Nous avons ensuite réalisé un test clonogénique afin d’évaluer la capacité de différenciation des 
progéniteurs précoces de la moelle osseuse. Ce test a été réalisé dans les mêmes conditions de 
culture que précédemment (cf Figure 30). 105 cellules ont été ensemencées dans un milieu semi-
solide et les colonies (BFU-e) obtenues ont été comptées après 14 jours (Fig36A). Le nombre de 
cellules contenu dans chaque colonie a été compté (Fig36B). 
 
Figure 36 : Les progéniteurs adultes gata-1-S310A sont plus sensibles à l’absence de SCF et forment des colonies plus 
petites que les contrôles 
Les cellules de moelle contrôles et gata-1-S310A ont été mises en culture (10
5
 cellules/puits) dans un milieu semi-solide 
(méthyl-cellulose) contenant de l’insuline et de la transferrine (M3234) additionné de différentes concentrations d’Epo et 
de SCF à 10ng/mL ou non (-). A. Après 14 jours, le nombre de colonies (BFU-e) formées a été déterminé. Le graphique 
représente les moyennes de trois expériences. Le nombre relatif de colonies issues de cellules de moelle gata-1-S310A 
lorsque celui des souris contrôles est arbitrairement fixé à 100 est indiqué en blanc. B. Le nombre de cellules par colonie 
formée en Epo+SCF a été compté pour 11 colonies contrôles et 11 colonies gata-1-S310A (n=11). 
Les probabilités (p=) sont déterminées par le test de Student. 
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Dans les conditions de culture optimales, en présence d’insuline, d’holotransferrine, d’Epo 
(2U/mL) et de SCF (10ng/mL), le nombre de colonies obtenues à partir des BFU-e gata-1-S310A est 
équivalent à celui obtenu à partir des cellules contrôles (Fig36A). Cependant, dans ces conditions, les 
colonies gata-1-S310A contiennent 6 fois moins de cellules que les colonies contrôles (Fig36B). Les 
progéniteurs érythroïdes gata-1-S310A ont une capacité de prolifération altérée. 
En absence de SCF, on observe une diminution du nombre de colonies contrôles et gata-1-S310A, 
mais elle est plus marquée pour les gata-1-S310A (Fig36A). En effet, on observe une diminution 
significative du ratio entre contrôles et gata-1-S310A en absence de SCF (94% vs 48%). Les 
progéniteurs médullaires gata-1-S310A sont plus dépendants du SCF que les contrôles. 
 
 
Figure 37 : La capacité clonogénique des BFU-e de moelle gata-1-S310A est dépendante de la présence d’insuline et 
d’holotransferrine dans le milieu 
Les cellules de moelle contrôles et gata-1-S310A ont été mises en culture (10
5
 cellules/puits) dans un milieu semi-solide 
(méthyl-cellulose) sans insuline ni transferrine (M3231) additionné d’Epo (2U/mL) et de SCF (10ng/mL) ou d’Epo seule 
(2U/mL). A. Après 14 jours, le nombre de colonies (BFU-e) formées a été déterminé. Le graphique représente les moyennes 
de trois expériences. Le nombre relatif de colonies issues de cellules de moelle gata-1-S310A lorsque celui des souris 
contrôles est arbitrairement fixé à 100 est indiqué en blanc. B. Le nombre de cellules par colonies formées en présence 
d’Epo+SCF a été déterminé pour 11 colonies de chaque génotype (n=11). 
Les probabilités (p=) sont déterminées par le test de Student. 
 
Si l’on s’intéresse à l’effet de l’insuline/transferrine sur les progéniteurs de moelle, nous pouvons 
constater qu’en absence d’insuline et de transferrine et en présence d’Epo et de SCF, le nombre de 
colonies formées par les progéniteurs gata-1-S310A est significativement inférieur à celui obtenu 
avec les progéniteurs contrôles (Fig36A). La capacité clonogénique des progéniteurs gata-1-S310A 
est plus dépendante de l’insuline/transferrine que celle des contrôles.  Comme précédemment, les 
colonies gata-1-S310A contiennent 6 fois moins de cellules que les colonies contrôles (Fig36B). 
Lorsque l’on enlève le SCF, on observe une diminution du nombre de colonies plus importante 
pour les progéniteurs gata-1-S310A. En effet, le nombre relatif de colonies gata-1-S310A par rapport 
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au contrôle passe de 59 à 33. En absence d’insuline/transferrine, les progéniteurs médullaires gata-
1-S310A ont également une dépendance plus forte au SCF que les contrôles. 
 
On ne retrouve pas dans l’érythropoïèse adulte des souris gata-1-S310A l’accélération de la 
différenciation érythroïde observée au cours de l’érythropoïèse fœtale. L’érythropoïèse médullaire 
ne semble pas affectée par l’absence de phosphorylation de GATA-1. Par contre, on observe chez 
l’adulte la même dépendance des progéniteurs gata-1-S310A à l’insuline/transferrine et au SCF que 
dans le foie fœtal. 
L’insuline et/ou la transferrine semblent donc jouer un rôle important dans la différenciation 
des progéniteurs érythroïdes gata-1-S310A. 
 
2.3. Quel est le rôle de l’insuline/IGF-1 et de la transferrine dans l’érythropoïèse 
des souris gata-1-S310A ? 
D’après les résultats des études clonogéniques réalisées avec les progéniteurs de foie fœtal et les 
progéniteurs médullaires adultes, il semble que l’insuline et/ou la transferrine jouent un rôle 
important dans la différenciation érythroïde des cellules gata-1-S310A. Pour déterminer lequel de ces 
deux facteurs est nécessaire à la différenciation des cellules gata-1-S310A, nous avons réalisé une 
étude clonogénique à partir de progéniteurs médullaires en utilisant le milieu M3231 supplémenté 
en Epo et SCF, et additioné ou non d’insuline, d’holotransferrine ou des deux. Nous avons également 
testé l’effet de l’IGF-1 (Insulin-Like Growth Factor 1), un facteur fortement homologue à l’insuline qui 
a été impliqué dans l’érythropoïèse (Ratajczak et al., 1998; Miyagawa et al., 2000). Les résultats sont 
présentés Figure 38. 
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Figure 38 : Les progéniteurs médullaires gata-1-S310A nécessitent la présence d’insuline/IGF-1 et d’holotransferrine pour 
former des colonies 
10
5
 cellules de moelle de souris contrôles et gata-1-S310A ont été mises en culture dans un milieu semi-solide (M3231) 
supplémenté en Epo (2U/mL) + SCF (10ng/mL), et additionné ou non (-) d’insuline ou d’IGF-1 et/ou d’holotransferrine 
(200µg/mL). Le nombre de colonies a été compté à J14. Les probabilités (p=) sont déterminées par le test de Student. hTf : 
holotransferrine. 
 
Comme nous l’avons montré précédemment, en absence d’insuline et de transferrine (-), les 
cellules gata-1-S310A produisent moins de colonies que les cellules contrôles. L’ajout d’insuline ou 
d’holotransferrine seules semble augmenter le nombre de colonies formées par les cellules contrôles 
mais n’a aucun effet sur les cellules gata-1-S310A. L’insuline ou l’holotransferrine seules 
augmentent la capacité clonogénique des progéniteurs contrôles mais pas des gata-1-S310A. 
Par contre, l’ajout des deux facteurs simultanément restaure la quantité de colonies formées par 
les cellules gata-1-S310A à un niveau équivalent aux cellules contrôles. Il semble donc que les deux 
facteurs soient nécessaires à la survie et la différenciation érythroïde des progéniteurs gata-1-
S310A. 
Par ailleurs, l’ajout d’IGF-1 seul augmente le nombre de colonies produites par les cellules 
contrôles mais pas celui des cellules gata-1-S310A. Mais la combinaison IGF-1 + holotransferrine 
rétablit le nombre de colonies des cellules gata-1-S310A au même niveau que celui des cellules 
contrôles. L’IGF-1 a donc un effet équivalent à celui de l’insuline sur les progéniteurs érythroïdes 
gata-1-S310A et contrôles. 
 
Ces résultats indiquent que l’insuline et/ou l’IGF-1 ainsi que la transferrine jouent un rôle 
important dans la différenciation des progéniteurs érythroïdes des souris gata-1-S310A.  
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Si c'est le cas, les souris gata-1-S310A devraient produire une plus grande quantité d'IGF-1. Nous 
avons alors mesuré le taux sérique d’IGF-1 de souris contrôles et gata-1-S310A. Pour cela, des 
prélèvements sanguins ont été réalisés sur des souris mâles (12 semaines) et femelles (20 semaines) 
des deux génotypes. Le sérum a été récupéré par centrifugation et le taux d’IGF-1 a été déterminé à 
l’aide d’un test ELISA. Les résultats sont présentés Figure 39.Dans les deux cas, le taux sérique d’IGF-
1 des souris gata-1-S310A est significativement supérieur à celui des souris contrôles. 
 
 
Figure 39 : Le taux sérique d’IGF-1 des souris gata-1-S310A est supérieur à celui des contrôles 
Des prélèvements sanguins ont été réalisés sur des souris contrôles et gata-1-S310A mâles âgés de 12 semaines et femelles 
âgées de 20 semaines. Le sérum a été récupéré par centrifugation. Le taux d’IGF-1 sérique a été mesuré à l’aide d’un test 
ELISA (Quantikine ELISA Kit – R&D Systems). Le nombre d’individus testés est indiqué sur chaque graphique. La probabilité 
(p=) a été déterminée par le test de Student. 
 
En conclusion, l’analyse de l’érythropoïèse adulte des souris gata-1-S310A montre que : 
- Les paramètres sanguins sont normaux, et le taux de réticulocytes est normal ; 
- Les proportions des populations érythroïdes médullaires et spléniques semblent normales ; 
- La proportion de progéniteurs érythroïdes médullaires est normale ; 
Par contre : 
- La durée de vie des globules rouges gata-1-S310A est deux fois plus courte que celle des 
contrôles, indiquant une destruction prématurée des érythrocytes ; 
- Comme dans le foie fœtal, les progéniteurs érythroïdes de la moelle des souris gata-1-S310A 
sont plus dépendants de l’insuline/IGF-1 et de la transferrine que les contrôles ; 
- Le taux sérique d’IGF-1 est augmenté chez les souris gata-1-S310A. 
Ces deux derniers éléments permettent de supposer qu’un des mécanismes de compensation 
mis en place chez les souris gata-1-S310A serait une sensibilité accrue à l'Insuline/IGF-1. Dans la 
suite de mon travail, je me suis intéressée à l'implication de cette voie au cours de l'érythropoïèse 
adulte des souris gata-1-S310A. 
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3. Quel est le rôle de la voie IGF-1 dans l’érythropoïèse des souris gata-
1-S310A ? 
 
3.1. Approche expérimentale 
Nous avons montré que l’érythropoïèse des souris gata-1-S310A semble plus sensible à l’IGF-1 ou 
à l’insuline, et à l’holotransferrine. Nous avons choisi d’étudier le rôle de l’IGF-1. En effet, nous avons 
observé que le taux sérique d’IGF-1 était plus élevé chez les souris gata-1-S310A adultes. De plus, la 
voie de l’IGF-1 a été décrite comme étant fortement activée dans des modèles murins exprimant la 
forme courte de GATA-1 ne pouvant plus lier pRb (Klusmann et al., 2010). 
 Pour étudier le rôle de la voie IGF-1 dans l’érythropoïèse des souris gata-1-S310A, nous avons 
choisi une approche utilisant un inhibiteur chimique. L’IGF-1 étant essentiel au développement 
embryonnaire (Liu et al., 1993), nous avons étudié l’érythropoïèse adulte. Pour cela, nous avons 
utilisé un inhibiteur du récepteur à l’IGF-1 (IGF-1R) : la picropodophylline (PPP). La PPP inhibe 
l’autophosphorylation et la signalisation en aval du récepteur à l’IGF-1. La picropodophylline induit 
également la down-régulation et la dégradation du récepteur. En injection chez la souris, son effet 
est réversible et peu toxique. Elle est spécifique de l’IGF-1R et a très peu d’effet sur les autres 
récepteurs en particulier le récepteur à l’Insuline (Girnita et al., 2004; Hofmann and García-
Echeverría, 2005). Chez la souris, cette molécule a un fort effet anti-tumoral sur différents types de 
tumeurs tels que les myélomes multiples (Strömberg et al., 2006), le mélanome uvéal (Girnita et al., 
2006) ou le glioblastome (Yin et al., 2010). 
 
Pour notre étude, deux cohortes constituées de quatre souris contrôles et quatre souris gata-1-
S310A, âgées de 12 semaines, ont été définies : l’une a été traitée au PPP à raison de 10mg/kg/12h 
pendant 20 jours, tandis que l’autre a reçu du DMSO 5% selon le même protocole (Figure 40). 
Les quatre groupes de souris sont dénommés :  
- Contrôle/DMSO (n=4) 
- gata-1-S310A/DMSO (n=4) 
- Contrôle/PPP (n=4) 
- gata-1-S310A/PPP (n=4) 
Les paramètres sanguins (NFS) des souris ont été mesurés au début du traitement (J0). Une 
première analyse sanguine (NFS et frottis) a été réalisée à J12. Nous avons interrompu le protocole à 
J21 car les souris de la cohorte gata-1-S310A présentaient des signes évidents d’épuisement et une 
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forte hypothermie. Les souris ont alors été sacrifiées et l’analyse complète de l’érythropoïèse a été 
effectuée. 
 
Figure 40 : Inhibition de la voie IGF-1 chez des souris adultes – Protocole expérimental 
Quatre souris contrôles et quatre souris gata-1-S310A ont reçu, par injection intrapéritonéale, 10mg/kg/12h de 
Picropodophylline (Cohorte PPP) ou 200µL d’une solution de PBS/DMSO-5% (Cohorte DMSO) pendant 20 jours. Les 
paramètres sanguins (NFS) ont été mesurés à J0, J12 et J21. Des frottis sanguins ont été réalisés à J12 et J21. Les souris ont 
été sacrifiées à J21 pour effectuer une analyse complète de l’érythropoïèse (moelle, rate, foie). 
 
3.2. L’inhibition de la voie IGF-1 induit une anémie chez les souris gata-1-S310A 
12 jours après le début du traitement, une première analyse des paramètres sanguins a été 
effectuée. Aucune différence entre les cohortes n’a été observée : les individus des quatre groupes 
présentaient des constantes normales, identiques à celles mesurées au début du traitement (J0). 
A J21, nous avons observé des différences chez les individus traités au PPP par rapport à la 
cohorte DMSO. Les résultats sont présentés Figure 41.  
 
Figure 41 : Les paramètres sanguins de la cohorte PPP sont significativement différents de ceux de la cohorte DMSO 
A J21, les paramètres sanguins des quatre groupes de souris ont été mesurés. Les moyennes des valeurs obtenues pour les 
quatre individus de chaque groupe sont indiquées. Pour chaque moyenne, l’écart moyen est indiqué en italique. GR : 
Globules Rouges ; HGB : Hémoglobine ; HCT : Hématocrite ; VGM : Volume Globulaire Moyen ; TCMH : Teneur 
Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine ; CCMH : Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine ; a : significatif 
(p < 0,01) par rapport à la valeur obtenue pour la cohorte correspondante DMSO ; b : significatif (p < 0,01) par rapport à la 
valeur obtenue pour la cohorte contrôle PPP. 
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Tout d’abord, on peut noter une légère augmentation du nombre de globules rouges (GR), du 
taux d’hémoglobine (HGB), de l’hématocrite (HCT) et du volume globulaire moyen (VGM) chez les 
souris contrôles traitées au PPP par rapport aux contrôles/DMSO. 
Chez les souris gata-1-S310A traitées au PPP, on obtient des valeurs significativement différentes 
de celles obtenues chez les souris gata-1-S310A/DMSO (a) et chez les contrôle/PPP (b). Les 
différences observées sont bien dues à l’effet du PPP combiné à la présence de la mutation gata-1-
S310A. Chez les souris gata-1-S310A/PPP, on observe une diminution de 50% par rapport aux 
contrôle/PPP du nombre de globules rouges (5,09.109 versus 11,02.109 cellules/mL pour les 
contrôle/PPP) et de l’hématocrite (19,55% versus 47,73% pour les contrôle/PPP). Ces deux éléments 
indiquent la présence d’une anémie chez les souris gata-1-S310A/PPP. Celle-ci peut être due à une 
diminution de la production érythrocytaire (anémie arégénérative) ou à une augmentation de la 
destruction ou de la mort des globules rouges (anémie régénérative). On observe également une 
augmentation du taux d’hémoglobine (HGB). Par ailleurs, le volume globulaire moyen (VGM) est 
diminué chez les souris gata-1-S310A/PPP par rapport aux contrôle/PPP. Cela indique une anomalie 
morphologique qui peut être une anomalie de taille (microcytose) ou de forme. La quantité 
d’hémoglobine par globule rouge (TCMH) ainsi que la concentration d’hémoglobine par globule 
rouge (CCMH) sont toutes deux fortement augmentées chez les souris gata-1-S310A/PPP par rapport 
aux contrôle/PPP. Cependant, ces deux valeurs sont calculées par l’automate en fonction de la 
mesure du taux d’hémoglobine et du nombre de globules rouges. L’augmentation observée ne 
reflète peut-être pas de réelles modifications physiologiques. 
Si les analyses sanguines n’ont pas été très informatives à J12, elles révèlent à J21 une forte 
diminution du nombre de globules rouges et de l’hématocrite chez tous les individus de la cohorte 
gata-1-S310A/PPP par rapport aux cohortes nous servant de contrôles (contrôle/PPP et gata-1-
S310A/DMSO). Cette anémie pourrait être à l’origine de la détérioration de l’état des souris de 
cette cohorte à la fin du traitement et révèle un rôle majeur de la voie IGF-1 chez les souris gata-1-
S310A.  
D’autres paramètres sanguins sont également modifiés chez les individus de la cohorte gata-1-
S310A/PPP et apportent différentes questions : 
- la morphologie des globules rouges est-elle modifiée chez les souris gata-1-S310A/PPP ? 
- les valeurs reflétant la teneur en hémoglobine des globules rouges (HCT, HGB, TCMH et CCMH) 
étant significativement différentes de celles des souris contrôle/PPP, quel est l’état de l’hémoglobine 
chez les souris gata-1-S310A/PPP ? 
- le taux de globules rouges étant nettement diminué, nous avons conclu à une anémie. Mais est-
elle régénérative (destruction des globules rouges augmentée) ou arégénérative (production des 
globules rouges diminuée) ? 
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Dans la suite de ce paragraphe, nous allons reprendre ces questions une à une et les documenter 
par des techniques complémentaires. 
 
3.3. La morphologie des globules rouges des souris gata-1-S310A semble être 
modifiée après inhibition de la voie IGF-1 : 
L’analyse sanguine a révélé la possibilité d’un changement morphologique des globules rouges 
chez les individus gata-1-S310A/PPP. En effet, le volume globulaire moyen (VGM) est diminué chez 
les souris gata-1-S310A/PPP par rapport aux contrôle/PPP. Cette modification était peut-être déjà 
présente dès J12 mais n’a pas été détectée par l’automate d’analyse. Afin de visualiser la 
morphologie des globules rouges, nous avons réalisé des frottis à J12 et J21. Ces frottis ont été 
analysés à la fois par microscopie électronique à balayage (MEB) (Figure 42) et par microscopie 
optique classique (Figure 43). 
L’observation des frottis sanguins à J12 et J21 en MEB montre la présence de nombreux globules 
rouges anormaux chez les souris gata-1-S310A/PPP (Fig42). 
 
Figure 42 : Les globules rouges gata-1-S310A/PPP présentent une morphologie anormale en microscopie électronique à 
balayage. 
Des frottis sanguins ont été réalisés pour les souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP à J12 et J21 et observés en 
microscopie optique à balayage (Plateforme de microscopie électronique – PSB/IBS/UVHCI – Grenoble). Les images 
présentées sont des clichés représentatifs pour chaque condition à différents grossissements (x6000, x2500 et x500). La 
flèche rouge indique un échinocyte : globule rouge dont la membrane est crénelée et hérissée. La flèche bleue indique un 
« fantôme » : un globule rouge lysé dont il ne reste que la membrane. 
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A J12, on observe déjà un changement de morphologie des globules rouges caractéristique d’une 
échinocytose : de nombreux globules rouges possèdent une membrane crénelée et hérissée 
(échinocytes – flèche rouge). A J21, la majorité des globules rouges gata-1-S310A/PPP sont très 
abîmés et ont perdu leur forme caractéristique de disque biconcave. On observe la présence de 
« fantômes », des globules rouges lysés dont il ne reste que la membrane (flèche bleue). 
 
 
Figure 43 : Les globules rouges gata-1-S310A/PPP présentent une morphologie anormale en microscopie optique. 
Les frottis sanguins des souris des quatre groupes réalisés à J12 ont été observés en microscopie optique. L’encart montre 
la présence d’échinocytes chez les souris gata-1-S310A/PPP. Le pourcentage d’échinocytes présents sur les frottis a été 
déterminé pour tous les individus de chaque groupe. Les moyennes obtenues sont représentées dans le graphique. 
 
L’observation des frottis sanguins à J12 en microscopie optique (Figure 43) nous mène à la même 
conclusion : les globules rouges des individus gata-1-S310A/PPP présentent une morphologie 
anormale en échinocytes dès 12 jours (encart de la Figure 43). La visualisation en microscopie 
optique nous a permis d’évaluer le pourcentage d’échinocytes présents sur les frottis de chaque 
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condition (graphique de la Figure 43). Le traitement au DMSO ne semble pas produire d’échinocytes 
puisque les individus contrôle/DMSO et gata-1-S310A/DMSO présentent moins de 10% 
d’échinocytes. Ce pourcentage est inchangé lorsque les souris contrôles sont traitées par le PPP. En 
revanche, on dénombre en moyenne 40% d’échinocytes chez les individus gata-1-S310A/PPP.  
La présence d’échinocytes reflétant un défaut de la structure membranaire des globules rouges, 
nous pouvons en conclure que l’inhibition de la voie IGF-1 par le PPP entraîne chez les souris gata-
1-S310A une fragilisation des érythrocytes dès J12, défaut fortement amplifié après 21 jours de 
traitement.  
 
3.4. La teneur en hémoglobine des globules rouges des souris gata-1-S310A 
semble être modifiée après inhibition de la voie IGF-1 : 
L’analyse des paramètres sanguins à J21 a montré que les individus de la cohorte gata-1-
S310A/PPP présentent de nombreuses anomalies de la teneur en hémoglobine. Tout d’abord, 
l’hématocrite est fortement diminué. Toutefois, l’observation en microscopie nous a révélé que les 
globules rouges de ces individus à J21 étaient fortement abîmés. Nous avons donc réévalué 
l’hématocrite par une mesure sur capillaire des sangs des souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP 
(Fig44A). Après centrifugation des capillaires, nous avons calculé la moyenne des ratios volume de 
cellules/volume total pour chaque cohorte : les souris contrôle/PPP ont un ratio de 0,5 alors que 
celui des souris gata-1-S310A est de 0,21. Ce ratio est diminué de 50% par rapport aux souris 
contrôle/PPP : ces données sont donc comparables aux données obtenues précédemment par NFS 
(cf Fig41). 
Lors du prélèvement sanguin, nous avions observé que le sang des souris gata-1-S310A/PPP 
présentait une coloration brune (Fig44A). La coloration brune du sang pourrait indiquer la présence 
de méthémoglobine dans les globules rouges. Nous avons donc évalué le taux de méthémoglobine 
présent dans les globules rouges des souris contrôles et gata-1-S310A traitées au PPP. Pour cela, 
nous avons récupéré les globules rouges puis, par choc hypotonique, nous avons récupéré 
l’hémoglobine que nous avons dosée par méthode spectrophotométrique (Fig44B). L’hémoglobine 
ayant un pic d’absorption à 420nm et la méthémoglobine à 630nm, le ratio des deux donne le 
pourcentage de méthémoglobine (Austin and Drabkin, 1935). Les souris gata-1-S310A/PPP 
présentent 8,6% de méthémoglobine, tandis que les contrôle/PPP ont un taux relativement bas de 
1,6%. Il semblerait donc que les globules rouges des souris gata-1-S310A contiennent plus de 
méthémoglobine que les souris contrôles. Toutefois, ce taux reste tout de même raisonnable et 
n’explique pas à lui seul la couleur brune du sang des souris gata-1-S310A/PPP.  
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Figure 44 : Les globules rouges des souris gata-1-S310A/PPP ont subi une hémolyse intravasculaire 
A. L’hématocrite des souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP a été évalué sur capillaire. Les ratios sont indiqués en blanc. 
La photo de droite montre la coloration brune du sang des souris gata-1-S310A/PPP par rapport au sang des souris 
contrôle/PPP. B. Les globules rouges des souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP ont été lysés par choc hypotonique et 
l’hémoglobine a été dosée par spectrophotométrie. L’hémoglobine a un pic d’absorption à 420nm, la méthémoglobine à 
630nm. Le ratio des deux représente le taux de méthémoglobine. C. Le plasma et les urines des souris contrôle/PPP et gata-
1-S310A/PPP ont été dosés par spectrophotométrie. La présence de méthémoglobine/méthémalbumine est détectée dans 
les deux fluides des souris gata-1-S310A/PPP. 
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D’où provient la couleur brune intense du sang des souris ?  
Nous avons précédemment observé que les globules rouges des souris gata-1-S310A/PPP étaient 
très abîmés. Dans ce cas, il peut y avoir une hémolyse intra-vasculaire : les globules rouges lysés à 
l’intérieur des vaisseaux libèreraient leur contenu en hémoglobine dans le sérum. L’hémoglobine 
ainsi libérée se fixe à l’haptoglobine et ce complexe est phagocyté par les macrophages pour être 
recyclé. Lorsque l’hémolyse est trop importante, l’haptoglobine est saturée. L’hémoglobine restant 
libre est alors rapidement oxydée en méthémoglobine. La méthémoglobine se fixe alors à l’albumine 
plasmatique pour former la méthémalbumine. La méthémoglobine et/ou méthémalbumine donnent 
une coloration brune au plasma et aux urines. C’est ce que nous avons observé pour les souris gata-
1-S310A/PPP. Nous avons donc mesuré le taux de méthémogobine/méthémalbumine dans le plasma 
et les urines par spectrophotométrie (Fig44C). On observe uniquement un faible signal d’absorbance 
dans le plasma et les urines des souris contrôle/PPP. Pour les souris gata-1-S310A/PPP, on observe 
dans les deux fluides un fort signal à 407nm accompagné d’un signal plus léger, mais distinct à 540 et 
575nm. Ces bandes correspondent à la détection de la méthémogobine/méthémalbumine. Ainsi, les 
globules rouges des souris gata-1-S310A/PPP ont subi une hémolyse intra-vasculaire massive avec 
libération de leur contenu en hémoglobine dans le sérum puis dans les urines.  
 
3.5. L’anémie des souris gata-1-S310A/PPP est-elle régénérative ou 
arégénérative ? 
Le paragraphe précédent nous met sur la voie d’une anémie régénérative : l’apparition de 
méthémoglobine dans le plasma et dans les urines peut survenir suite à une hémolyse intra-
vasculaire massive. Toutefois, nous ne pourrons conclure entièrement sur cette question que si, 
d’une part, la destruction des globules suit son chemin classique et que, d’autre part, les organes 
érythropoïétiques se sont mis en marche pour tenter de compenser la destruction des globules 
rouges.  
3.5.1. Qu’en est-il des voies de dégradation des globules rouges ?  
Lors de la dégradation de l’hémoglobine, le stockage du fer et l’élimination de la bilirubine sont 
effectués par le foie. Nous avons donc analysé le foie des souris gata-1-S310A/PPP et contrôle/PPP. 
Les pesées des organes indiquent que les moyennes des poids des foies des souris contrôle/PPP (1,37 
+ 0,09 g) et gata-1-S310A/PPP (1,27 + 0,20 g) sont équivalents. Par contre, l’aspect des foies est 
différent (Figure 45) : le foie des souris gata-1-S310A/PPP présentait déjà une coloration brune à 
l’autopsie, due certainement à l’excès de bilirubine.  
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Figure 45 : Le foie des souris gata-1-S310A/PPP présente une coloration brune 
Lors de l’autopsie, les foies des souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP ont été prélevés et photographiés. Le foie 
contrôle/PPP présente un aspect normal, tandis que le foie gata-1-S310A/PPP présente une coloration brune. 
 
 
L’analyse histologique a été réalisée par deux types de coloration :   
- la coloration en hématoxyline/éosine (HE) permettra d’apprécier la structure hépatique ; 
- la coloration de Perls révèlera le contenu en produits de la dégradation de l’hémoglobine : les 
ions Fe3+ dérivés de l’hémoglobine réagissent avec le ferricyanure de potassium pour former un 
précipité bleu de ferricyanure ferrique.  
Les images présentées correspondent à des clichés représentatifs parmi quatre séries et ont été 
obtenues pour une même souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP (Figure 46). Pour chaque souris, 
les résultats ont été confirmés sur quatre lobes hépatiques distincts analysés.  
En coloration de Perls (grossissement x100), on observe dans les deux types de souris la structure 
classique des lobules hépatiques qui s’organisent autour de la veine centro-lobulaire. Les vaisseaux 
sont correctement positionnés en périphérie des lobules. En coloration HE et à plus gros 
grossissement (x400), on n’observe pas de lésions hépatiques ni de cellules de morphologies 
anormales (pas de diploïdie majeure des hépatocytes, ni d’hyperplasie) : malgré une coloration 
brune du foie des souris gata-1-S310A, le traitement au PPP n’affecte pas la structure hépatique 
dans les deux types de souris.  
En coloration de Perls (grossissement x400), on n’observe aucun précipité bleuté dans le foie des 
souris contrôle/PPP. En revanche, le foie des souris gata-1-S310A/PPP présente une quantité 
importante de précipités bleus, indiquant la présence excessive de fer ferrique. Ayant observé une 
hémolyse intra-vasculaire massive chez ces souris, on peut penser que ces accumulations de fer 
ferreux correspondent à l’élimination de l’hémoglobine libérée dans le sang. On observe également 
dans le foie de ces souris de nombreuses cellules de Kupffer en périphérie de la veine centro-
lobulaire (cercles bleus). Il s’agit de macrophages hépatiques de couleur bleutée contenant de 
nombreux globules rouges dont le contenu en hémoglobine a été dégradé. Ces macrophages 
procèdent à l’élimination par phagocytose de globules rouges malformés ou non fonctionnels : on 
parle alors d’érythrophagocytose. On peut noter que, dans le foie des souris gata-1-S310A/PPP, 
l’érythrophagocytose est massive. Nous pouvons tout de même noter que, malgré l’anémie sévère 
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constatée chez les souris gata-1-S310A/PPP, il n’y a pas de site d’érythropoïèse hépatique, 
caractérisée en coloration HE par des amas de nombreuses cellules de petite taille de coloration 




Figure 46 : L’analyse histologique du foie révèle une érythrophagocytose hépatique chez les souris gata-1-S310A/PPP 
Des coupes de foie de souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP ont été réalisées puis colorées en Perls ou en 
Hématoxyline/Eosine (HE). La ligne en pointillés délimite un lobule hépatique. Les flèches pleines indiquent les veines 
centro-lobulaires. Les flèches en pointillés indiquent les vaisseaux. Les cercles bleus indiquent les cellules de Kupffer 
bleutées qui dégradent les globules rouges. 
 
 
L’inhibition de la voie IGF-1 par le PPP entraîne donc chez les souris gata-1-S310A/PPP non 
seulement une malformation des globules rouges conduisant à une hémolyse intra-vasculaire 
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3.5.2. Qu’en est-il des voies de production des globules rouges ? 
3.5.2.a. Taux de réticulocytes circulants 
Le premier reflet de la néo-production des globules rouges est le taux de réticulocytes circulants. 
Nous avons analysé à J21 le pourcentage de réticulocytes dans le sang par cytométrie en flux grâce à 
un marquage au Thiazole Orange pour les individus contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP. Afin 
d’analyser correctement les réticulocytes, nous avons également marqué les cellules avec l’anticorps 
Ter119.  
On peut noter tout d’abord une nette différence dans la morphologie des globules rouges gata-1-
S310A/PPP par rapport aux contrôle/PPP (Figure 47). En effet, l’analyse par les paramètres FSC 
(Forward Scatter) et SSC (Side Scatter), définissant respectivement la taille et la granulosité des 
cellules, montre une population de cellules gata-1-S310A/PPP très hétérogène, tandis que la 
population contrôle/PPP est homogène. Ce résultat est cohérent avec les images des frottis sanguins 
à J21. De plus, pour les canaux correspondant au signal d’émission du Thiazole Orange (530nm) et du 
Ter119 (APC-Cy7 : 767nm), les intensités moyennes de fluorescence (MFI) des deux échantillons non-
marqués sont très différentes : pour les souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP, les MFI sont 
respectivement de 12 versus 1258 pour le Thiazole Orange et de 6 versus 283 pour le Ter-119. Il nous 
a donc été impossible d’analyser les deux types de cellules à l’aide des mêmes fenêtres. Nous avons 
donc défini des fenêtres d’analyse spécifiques pour chaque échantillon. De plus, étant donnée la 
différence de morphologie entre les cellules contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP, nous ne pouvions 
pas sélectionner par la morphologie la population à étudier pour déterminer le taux de réticulocytes. 
Ainsi, pour être sûr d’étudier des cellules érythroïdes matures, nous avons choisi de sélectionner la 
population positive pour le Ter119 et de mesurer dans cette population le pourcentage de cellules 
positives pour le Thiazole Orange (Figure 48).  
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Figure 47 : Méthode d’analyse du taux de réticulocytes circulants par cytométrie 
Le sang des souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP a été prélevé puis analysé en cytométrie. Les cellules contrôle/PPP et 
gata-1-S310A/PPP présentent une morphologie différente (graphe FSC-A/SSC-A). La sélection de la population à étudier par 
morphologie est donc impossible. En absence de marquage, les deux échantillons ont des intensités moyenne de 
fluorescence (MFI encadrées en bleu) très différentes pour les canaux correspondant au signal d’émission du Thiazole 
Orange (530nm) et du Ter119 (APC-Cy7 : 767nm). Les fenêtres d’analyse ont alors été définies spécifiquement pour chaque 
type de cellules. 
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Figure 48 : Les souris gata-1-S310A/PPP ont un taux de réticulocytes plus élevé 
Le sang des souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP a été prélevé, marqué au Thiazole Orange et au Ter119-APC-Cy7, puis 
analysé en cytométrie. Le pourcentage de réticulocytes (cellules positives au Thiazole Orange) a été déterminé parmi les 
cellules positives pour le Ter119.  
 
Les résultats montrent que les souris contrôle/PPP présentent un taux de réticulocytes de 5,8%. 
Ce taux est légèrement supérieur au taux défini comme reflétant l’homéostasie des souris contrôle 
en début de cette étude (valeur aux alentours de 3-4%) : le traitement au PPP entraîne donc une 
augmentation de la production des réticulocytes chez les souris contrôle. Ce résultat est cohérent 
avec l’augmentation du taux de globules rouges observée dans les NFS des souris contrôle/PPP. Les 
souris gata-1-S310A/PPP présentent un taux de réticulocytes de 16,4% nettement supérieur à celui 
des souris contrôle/PPP  et à celui des souris gata-1-S310A non traitées.  
L’augmentation du taux de réticulocytes révèle une augmentation de la production 
érythrocytaire chez les souris gata-1-S310A/PPP. Ce résultat indique qu’il existe une néo-
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3.5.2.b. Erythropoïèse médullaire 
La moelle osseuse est le site principal de la production des globules rouges. Afin de rechercher les 
signes d’une néo-production médullaire chez les souris gata-1-S310A/PPP, nous avons analysé la 
moelle des souris contrôles et gata-1-S310A traitées par du DMSO ou du PPP. Pour cela, nous avons 
étudié d’une part les différentes populations de l’érythropoïèse terminale, et d’autre part les 
capacités clonogéniques des progéniteurs. 
L’analyse des stades terminaux de l’érythropoïèse médullaire a été réalisée en cytométrie par les 
marqueurs CD71 et Ter119 (Figure 49).  
 
 
Figure 49 : L’érythropoïèse médullaire des souris gata-1-S310A est activée par le traitement PPP 
Les cellules de moelle des quatre groupes de souris ont été analysées en cytométrie par les marqueurs CD71-FITC et 
Ter119-PE. Les pourcentages de chaque population sont indiqués. R1 : progéniteurs précoces ; R2 : proérythroblastes ; R3 : 
érythroblastes basophiles ; R4 : érythroblastes polychromatophiles et acidophiles ; R5 : réticulocytes. 
 
On remarque que le traitement PPP a un effet sur l'érythropoïèse médullaire des souris contrôle. 
En comparaison avec la cohorte DMSO, on observe, chez les souris contrôle/PPP, une augmentation 
de la population des progéniteurs (R1 : CD71-/Ter119-) (49,5% vs 27,3%), et de la population des 
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proérythroblastes (R2 : CD71+/Ter119-) (8,2% vs 4,4%). Si la population R4 est équivalente pour les 
cohortes DMSO et PPP, les valeurs obtenues pour R3 et R5 sont fortement diminuées par le 
traitement des souris contrôle au PPP. Ainsi, après traitement au PPP, les érythroblastes basophiles 
(R3 : CD71high/Ter119+) passent de 26,5% à 13,4%, et la population la plus mature (R5 : CD71-
/Ter119+) passe de 37,3% à 21,8%. Il semblerait donc que le traitement au PPP induit une 
augmentation de l'érythropoïèse médullaire, avec une augmentation du pool de progéniteurs 
précoces (R1) et une diminution parallèle des stades les plus matures (R3 et R5). Ce résultat est 
cohérent avec l'augmentation du nombre de globules rouges observé en NFS et l'augmentation du 
nombre de réticulocytes circulants. 
 Si l'on compare les valeurs obtenues pour les souris gata-1-S310A/PPP à celles des souris gata-1-
S310A/DMSO, on observe, comme pour les cohortes contrôle, une augmentation de la population la 
plus immature (45,7% vs 28,4%). En ce qui concerne la population la plus mature (R5), on observe 
une disparition complète de cette population chez les souris traitées au PPP : elle ne représente plus 
que 0,9% des cellules, contre 36,3% après traitement au DMSO. Cette disparition peut s'expliquer par 
le passage rapide des stades les plus matures vers la circulation sanguine afin de répondre 
rapidement au stress induit par l'anémie sévère chez ces souris. Ces résultats sont cohérents avec les 
valeurs basses des constantes sanguines obtenues pour les souris gata-1-S310A/PPP. Un point 
étrange réside cependant dans le fait que la moelle osseuse de ces souris contient une proportion 
non négligeable d'érythroblastes basophiles. Cette population notée R3 (CD71high/Ter119+) 
représente en effet 32,6% de la population totale, contre 24,6% en présence de DMSO. Ainsi, là où 
l'on s'attendrait à voir une diminution des stades les plus matures (comme chez les souris 
contrôle/PPP avec une diminution de 2 fois par rapport aux souris contrôle/DMSO), on observe chez 
les souris gata-1-S310A une accumulation de ces cellules dans la moelle. 
Chez les souris contrôle, le traitement au PPP entraîne une augmentation de la production 
érythrocytaire médullaire en dehors d'un contexte d'anémie. Chez les souris gata-1-S310A/PPP, 
l’érythropoïèse médullaire est fortement activée : les progéniteurs précoces (R1) se différencient, 
augmentant ainsi le pool d’érythroblastes (R3), et les réticulocytes produits (R5) sont 
immédiatement mobilisés dans la circulation pour pallier à l’anémie sévère induite par le 
traitement. 
 
Pour déterminer l’effet du traitement PPP sur les progéniteurs médullaires des souris contrôles et 
gata-1-S310A, nous avons réalisé une étude clonogénique (Figure 50).  
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Figure 50 : L’inhibition de la voie IGF-1 n’affecte pas la capacité clonogénique des progéniteurs gata-1-S310A en 
conditions optimales mais semble accroître leur dépendance à l’insuline et la transferrine 
A. 10
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 cellules de moelle de souris des quatre groupes ont été ensemencées dans un milieu semi-solide contenant de 
l’insuline et de la transferrine (M3234) supplémenté par 2U/mL d’Epo et 10ng/mL de SCF. A J14, le nombre de colonies 
BFU-e obtenu a été compté. Le graphique représente les moyennes de trois expériences. B. La même expérience a été 
réalisée dans un milieu sans insuline ni transferrine (M3231). 
 
En conditions optimales de culture (milieu contenant de l’insuline et de l’holotransferrine – 
M3234), les progéniteurs des souris contrôle et gata-1-S310A traitées au PPP produisent le même 
nombre de colonies que les progéniteurs des souris non traitées (DMSO) (Fig50A). En conditions 
optimales de culture, la capacité clonogénique des progéniteurs médullaires des souris gata-1-
S310A n’est donc pas affectée par l’inhibition de la voie IGF-1.  
Dans un milieu ne contenant ni insuline ni transferrine (M3231), les progéniteurs contrôle/PPP 
produisent autant de colonies que les contrôle/DMSO (Fig50B). Par contre, le nombre de colonies 
formées par les progéniteurs gata-1-S310A/PPP est significativement inférieur à celui des gata-1-
S310A/DMSO. L’inhibition de la voie IGF-1 semble accroître la dépendance des progéniteurs gata-1-
S310A à l’insuline et la transferrine. 
 
L’étude de la moelle révèle une activation de la production érythrocytaire médullaire chez les 
souris gata-1-S310A/PPP. De plus, la capacité clonogénique des progéniteurs gata-1-S310A/PPP 
n’est pas affectée en conditions optimales. Ces éléments vont également dans le sens d’une 
anémie régénérative. 
 
3.5.2.c. Qu'en est-il de l'érythropoïèse de stress après traitement au PPP ? 
Chez la souris, la rate est un organe érythropoïétique important. En conditions physiologiques, la 
production érythrocytaire splénique est limitée. En effet, la rate ne renferme que 10% de la totalité 
des progéniteurs érythroïdes. Cependant, lors d’un stress érythropoïétique, causé par une anémie 
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par exemple, la rate devient un organe érythroïde majeur. Les progéniteurs érythroïdes spléniques 
sont activés, permettant la mise en place d’une érythropoïèse de stress. Les souris gata-1-S310A/PPP 
présentaient une sévère anémie. S’il s’agit d’une anémie régénérative, nous devrions voir les signes 
d’une érythropoïèse de stress. Nous avons donc analysé la rate des individus contrôles et gata-1-
S310A traités au PPP. 
 
 
Figure 51 : Les souris gata-1-S310A/PPP présentent une splénomégalie 
Les rates des souris de chaque cohorte ont été pesées et le poids a été rapporté au poids total de la souris. Les ratios 
obtenus sont représentés dans le graphique. Une photo représentative d’une rate contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP est 
présentée : la rate gata-1-S310A/PPP présente une coloration foncée, probablement due à une surcharge en fer. 
 
Comme le montre la Figure 51, les souris gata-1-S310A/PPP présentaient une splénomégalie. Les 
rates ont été pesées et le poids de chaque rate a été rapporté au poids total de la souris. Le ratio est 
équivalent pour les souris contrôle/DMSO, gata-1-S310A/DMSO et contrôle/PPP. En revanche, il est 
significativement supérieur chez les souris gata-1-S310A/PPP. On peut noter que la rate des souris 
gata-1-S310A/PPP présentait, comme le foie de ces souris, une coloration foncée, certainement 
caractéristique d'une surcharge martiale. 
Les rates ont été analysées en histologie par des colorations HE (Hématoxyline/Eosine) et Perls 
(Figure 52).  
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Figure 52 : L’analyse histologique montre une désorganisation du tissu splénique chez les souris gata-1-S310A/PPP 
Des coupes de rate de souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP ont été réalisées puis colorées en Perls ou en 
Hématoxyline/Eosine (HE). Chez les souris contrôle/PPP, on distingue une structure organisée avec des follicules de pulpe 
blanche (PB) entourés de pulpe rouge (PR). La rate des souris gata-1-S310A/PPP présente une désorganisation de la 
structure tissulaire en faveur de la pulpe rouge. Les flèches indiquent la présence d’ions Fe
3+
 (précipités bleus en Perls). 
 
La coloration HE permet d’analyser la structure de l’organe. Chez les souris contrôle/PPP, on 
observe une structure organisée classique de la rate dans laquelle on distingue d’une part la pulpe 
blanche (notée PB), et d’autre part la pulpe rouge (notée PR) contenant les sinusoïdes sanguins. Chez 
les souris gata-1-S310A/PPP, on remarque une désorganisation de la structure en faveur de la pulpe 
rouge (grossissement x600). Cette structure est caractéristique d'une augmentation de la 
production de globules rouges par la rate.  
En coloration de Perls, on note également la désorganisation de la structure et l’absence de 
follicules de pulpe blanche (PB) chez les souris gata-1-S310A/PPP (x100). Chez les souris 
contrôle/PPP, on observe la présence de précipités bleus au sein de la pulpe rouge, indiquant la 
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présence d’ions Fe3+. Ceci peut refléter une érythrophagocytose ou une néoproduction 
érythrocytaire. Chez les souris gata-1-S310A/PPP, on note également la présence d’ions Fe3+ 
(précipités bleus – flèches) disséminés dans l’ensemble du tissu splénique désorganisé. Associée à la 
désorganisation de la structure, la présence d’ions Fe3+ peut refléter une augmentation de la 
production de globules rouges dans la rate de ces souris.  
 
La splénomégalie et l’analyse histologique de la rate suggèrent la présence d’une érythropoïèse 
de stress. Nous avons donc analysé : 
- le contenu cellulaire de la rate par cytospin sur lame et coloration au MGG (May-
Grünwald/Giemsa), 
- les différentes populations érythroïdes par cytométrie, 
- les progéniteurs érythroïdes par une analyse clonogénique. 
 
 
Figure 53 : L’analyse du contenu cellulaire de la rate en MGG révèle une quantité importante de cellules érythroïdes chez 
les souris gata-1-S310A/PPP 
Les cellules de rate de souris contrôle/PPP et gata-1-S310A/PPP ont été déposées sur lame par cytospin puis colorées au 
May-Grünwald/Giemsa (MGG). Les flèches indiquent des cellules érythroïdes chez les souris gata-1-S310A/PPP. 
 
La coloration au MGG montre une importante proportion de cellules érythroïdes dans la rate des 
souris gata-1-S310A/PPP (flèches Figure 53). Les cellules érythroïdes sont aisément reconnaissables 
par leur capacité à accumuler le colorant MGG dans leur noyau, leur donnant ainsi une coloration 
foncée caractéristique. On peut remarquer que la morphologie de ces cellules est hétérogène, allant 
de cellules de grande taille aux cellules à noyaux pycnotiques, caractéristiques de la maturation 
érythroïde. Ces cellules sont très peu présentes dans la rate des souris contrôle/PPP. La production 
érythroïde semble donc être activée dans la rate des souris gata-1-S310A/PPP. 
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Quelle est la composition de la population érythroïde splénique ? (Figure 54)  
 
Figure 54 : L’érythropoïèse de stress est activée chez les souris gata-1-S310A/PPP 
Les cellules de rate des quatre groupes de souris ont été analysées en cytométrie par les marqueurs CD71-FITC et Ter119-
PE. Les pourcentages de chaque population sont indiqués. R1 : progéniteurs précoces ; R2 : proérythroblastes ; R3 : 
érythroblastes basophiles ; R4 : érythroblastes polychromatophiles et acidophiles ; R5 : réticulocytes. 
 
Nous pouvons tout d'abord remarquer que, chez les souris contrôle, le traitement au PPP entraîne 
une légère diminution des progéniteurs par rapport aux souris contrôle/DMSO (R1 : 47,7% versus 
56,5%). Parallèlement, on observe une légère accumulation de la population la plus mature (R5 : 
48,6% versus 34,4%). Ainsi, comme dans la moelle, le traitement au PPP entraîne chez les souris 
contrôle une stimulation de la production érythroïde. Toutefois, on peut noter que les stades les 
plus matures résident toujours dans la rate, et que cette production n'a pas entraîné de modification 
de la structure splénique comme l'a montré l'analyse histologique de la rate, ni de splénomégalie. Il 
s'agit donc là d'une réponse érythroïde que l'on peut qualifier de mineure.  
L’analyse des cellules de la rate des souris gata-1-S310A/PPP révèle une forte diminution de la 
proportion des progéniteurs précoces chez les souris gata-1-S310A/PPP par rapport au souris gata-1-
S310A/DMSO (R1 : 29,4% vs 53,3% respectivement). La population la plus mature est pratiquement 
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absente des rates des souris gata-1-S310A/PPP (R5 : 1,1% versus 39,6% pour les DMSO). Ces deux 
éléments traduisent une activation de l’érythropoïèse splénique. On peut également remarquer 
que, comme dans la moelle de ces souris, celle-ci est associée à une augmentation des populations 
intermédiaires correspondant aux  érythroblastes basophiles (R3 : 30,0% versus 2,0%), et 
érythroblastes polychromatophiles et acidophiles (R4 : 28,3% versus 1,5%). Ces éléments, observés 
chez les souris gata-1-S310A, sont caractéristiques de la mise en place d’une érythropoïèse de 
stress. 
  
La capacité des progéniteurs spléniques à former des colonies érythroïdes a été évaluée par une 
étude clonogénique (Figure 55).  
 




 cellules de rate de souris des quatre groupes ont été ensemencées dans un milieu semi-solide contenant de l’insuline et 
de la transferrine (M3234) supplémenté par 2U/mL d’Epo et 10ng/mL de SCF. A J14, le nombre de colonies BFU-e obtenu a 
été compté. Le graphique représente les moyennes de trois expériences. 
 
Le nombre de colonies formées par les progéniteurs contrôle/DMSO, gata-1-S310A/DMSO et 
contrôle/PPP est équivalent. En revanche, les progéniteurs gata-1-S310A/PPP produisent 10 fois plus 
de colonies que les trois autres groupes. La rate des souris gata-1-S310A/PPP contient 10 fois plus de 
progéniteurs capables de se différencier que la rate des souris des groupes contrôles. La rate des 
souris gata-1-S310A/PPP contient une grande quantité de progéniteurs de stress activés. 
 
En conclusion, l’analyse de la rate a révélé la mise en place d’une érythropoïèse de stress chez 
les souris gata-1-S310A/PPP pour pallier à l’anémie sévère induite par l’inhibition de la voie IGF-1. 
Chez les souris contrôle, le traitement au PPP induit également une stimulation de l'érythropoïèse 
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splénique mineure avec accumulation des stades les plus matures in situ et sans modification de la 
structure de la rate. 
 
L’ensemble de ces résultats indique que les voies de production des globules rouges sont 
activées en réponse à l’inhibition de la voie IGF-1 chez les souris gata-1-S310A. En effet, le taux de 
réticulocytes circulants est augmenté, la production médullaire est accélérée, et les progéniteurs 
érythroïdes de stress contenus dans la rate sont activés pour mettre en place l’érythropoïèse de 
stress. 
Nous pouvons alors conclure que l’anémie hémolytique induite par l’inhibition de la voie IGF-1 
chez les souris gata-1-S310A est une anémie régénérative. 
 
 
4. Compléments de l’étude de l’érythropoïèse des souris gata-1-S310A : 
résultats préliminaires 
 
L’ensemble de nos résultats montre que la voie IGF-1 joue un rôle essentiel dans l’érythropoïèse 
des souris gata-1-S310A. L’inhibition de la voie IGF-1 entraîne l’apparition de défauts morphologiques 
de la membrane des globules rouges gata-1-S310A. Ces anomalies morphologiques sont 
certainement à l'origine de l'érythrophagocytose hépatique observée chez les souris gata-1-
S310A/PPP et de l'hémolyse intra-vasculaire ayant entraîné l'anémie sévère. Pour tenter de pallier à 
cette anémie, l’érythropoïèse médullaire est accélérée et une érythropoïèse de stress splénique se 
met en place. 
L'inhibition de la voie IGF-1 par le PPP nous a permis de révéler que l’absence de phosphorylation 
de GATA-1 entraîne des défauts morphologiques des érythrocytes. Toutefois, en absence de tout 
traitement, nous avons noté que la durée de vie des globules rouges était réduite. Dans des 
conditions physiologiques normales, ces défauts semblent être compensés par la suractivation de la 
voie IGF-1, puisque les souris gata-1-S310A présentent des paramètres sanguins normaux. S'il existe 
une compensation, quels en sont les mécanismes ? Dans ce paragraphe, j'ai tenté d'étudier par 
différentes approches les mécanismes mis en place dans cette compensation. J'ai délibérément 
qualifié ces résultats de préliminaires car ils sont issus d'un échantillon réduit d'expériences et à 
l'heure actuelle, ces expériences sont encore en cours au laboratoire. J'ai tout de même tenu à les 
faire figurer dans ce manuscrit car ils permettront d'enrichir la discussion relative à ce chapitre. 
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4.1. Pourquoi les globules rouges des souris gata-1-S310A ont-ils une durée de 
vie inférieure à celle des souris contrôle ? 
Par marquage des globules rouges in vivo, nous avons montré qu’en condition d’homéostasie, les 
globules rouges des souris gata-1-S310A présentent une durée de vie diminuée de moitié par rapport 
aux souris contrôle. De plus, l’inhibition de la voie IGF-1 par le PPP entraîne chez les souris gata-1-
S310A des anomalies de la structure membranaire des globules rouges avec apparition, dès 12 jours 
de traitement, de nombreux échinocytes. Quel peut être le lien entre ces deux observations ?  
La signalisation IGF-1 a été impliquée dans le transport du glucose et le recrutement des 
transporteurs GLUT à la membrane (Dimitriadis et al., 2008). La voie PI3K/Akt a été décrite comme 
centrale dans ce processus (Olianas et al., 2011). Il a été également décrit chez l’homme qu’une 
mutation du transporteur du glucose GLUT-1 entraîne l’apparition d’échinocytes (Weber et al., 2008). 
Existe-t-il un défaut de l’incorporation du glucose chez les souris gata-1-S310A ? 
Pour répondre à cette question, nous avons mesuré l’incorporation du glucose par les globules 
rouges des souris gata-1-S310A et contrôles. Après élimination du sérum par trois lavages successifs, 
les globules rouges (2.105 ou 5.105 cellules / essai) sont cultivés dans un milieu RPMI sans glucose en 
présence d’un analogue du glucose couplé à un fluorochrome (2-deoxy-2-[(7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-glucose ou 2-NBD-glucose : 150 µg/mL). L’apigénine, un inhibiteur de 
l’incorporation du glucose (Park, 1999), a été utilisée comme contrôle négatif et est ajoutée 
(apigénine : 100 µM) ou non (-) au milieu de culture. Après 30 minutes d’incubation et lavages, la 
fluorescence mesurée dans les cellules reflète l’incorporation du 2-NBD-glucose. Les résultats sont 
présentés Figure 56.  
 





 globules rouges de souris contrôle et gata-1-S310A sont mis en culture dans 100µL de milieu RPMI sans 
glucose. L’apigénine (100µM) est ajoutée ou non (-) au milieu de culture. Puis 150µg/mL de 2-NBD-Glucose (analogue 
fluorescent du glucose) sont ajoutés au milieu. Les cellules sont incubées 30min à 37°C. La fluorescence obtenue est 
mesurée par un lecteur de plaque (excitation : 485nm ; émission : 535nm). 
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En présence d’apigénine, la fluorescence des globules rouges contrôles et gata-1-S310A est 
similaire : cette valeur définit le taux basal de fluorescence non imputable au transport actif du 
glucose par ses récepteurs spécifiques. Par contre, en absence d’inhibiteur, on observe une 
différence de fluorescence significative entre les cellules contrôles et gata-1-S310A : l’incorporation 
du glucose des globules rouges des souris gata-1-S310A est inférieure à celle des globules rouges 
des souris contrôles.  
 
Quelle peut être l’origine de cette diminution significative d’incorporation du glucose ? La piste 
que nous avons suivie concerne le récepteur en lui-même. Chez la souris adulte, seul le récepteur 
GLUT-4 est exprimé à la surface des globules rouges (Montel-Hagen et al., 2008). Nous avons donc 
analysé la présence du transporteur GLUT-4 dans les érythrocytes contrôles et gata-1-S310A (Figure 
57).  
 
Figure 57 : L’expression du transporteur de glucose GLUT-4 est diminuée dans les érythrocytes gata-1-S310A 
Les globules rouges contrôles et gata-1-S310A sont soumis à un choc hypotonique. Les membranes sont alors récupérées 
par centrifugation et la présence du transporteur GLUT-4 est analysée en Western Blot. Le signal Actine est utilisé comme 
contrôle. 
 
Pour cela, 106 globules rouges sont soumis à un choc hypotonique. Les membranes sont ensuite 
récupérées par centrifugation et analysées par Western Blot. Le signal actine est utilisé comme 
contrôle et montre une quantité équivalente de protéines dans chaque échantillon. Les signaux 
obtenus montrent une forte diminution de la quantité de protéines GLUT-4 dans les érythrocytes 
gata-1-S310A par rapport aux contrôles. Nous pouvons alors supposer que, chez les souris gata-1-
S310A, la quantité de transporteurs GLUT-4 à la membrane est diminuée. Cette diminution est 
certainement à l’origine du défaut de l’incorporation du glucose chez ces souris. 
 
Le récepteur GLUT-4 est-il le seul élément déficient de la membrane des globules rouges des 
souris gata-1-S310A ? Qu’en est-il des autres protéines de la membrane ? Nous avons analysé le 
contenu en protéines de la membrane des globules rouges contrôles et gata-1-S310A (Figure 58).  
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Figure 58 : Les membranes des érythrocytes gata-1-S310A contiennent moins de protéines que les contrôles 
Les membranes des globules rouges sont lysées puis déposées sur gel SDS-PAGE. Le gel est coloré au bleu de Coomassie. 
Les différentes protéines visualisées (indiquées à droite) sont identifiées en fonction de leur poids moléculaire grâce au 
marqueur de poids (piste centrale). 
 
Pour cela, les membranes des globules rouges ont été lysées et déposées sur gel SDS-PAGE. Les 
protéines membranaires sont ensuite visualisées par une coloration au bleu de Coomassie. Les 
différentes protéines sont identifiées en fonction de leur poids moléculaire. Pour chaque protéine 
identifiée (α-spectrine, β-spectrine, Ankyrine, Band3, protéine 4.1R et protéine 4.2), la quantité de 
protéines présente dans les échantillons gata-1-S310A semble inférieure au contrôle. En plus de la 
diminution du récepteur GLUT-4, les globules rouges gata-1-S310A présentent une diminution 
globale des protéines de membrane. Cette diminution pourrait expliquer la durée de vie diminuée 
des globules  rouges des souris gata-1-S310A. Ainsi, la phosphorylation de GATA-1 par Akt semble 
être impliquée dans la régulation des protéines membranaires à la surface des globules rouges.  
 
4.2. Pistes d'explications moléculaires de la compensation de l'absence de 
phosphorylation de GATA-1 chez les souris gata-1-S310A 
Dans le chapitre précédent, nous avons montré qu’une modification des quantités relatives de 
protéines GATA-1 et FOG-1 pouvait compenser l’absence de phosphorylation de GATA-1, favorisant 
la formation de complexes GATA-1-S310A/FOG-1 et restaurer une différenciation érythroïde 
complète in vitro. Existe-t-il un tel mécanisme in vivo ? Nous avons posé l’hypothèse qu’un des 
mécanismes de compensation mis en place in vivo pouvait impliquer les quantités relatives de 
protéines exprimées. Le foie fœtal étant composé majoritairement de cellules érythroïdes, nous 
avons analysé les quantités relatives des protéines GATA-1 et FOG-1 exprimées au cours de 
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l’érythropoïèse fœtale dans les foies d’embryons gata-1-S310A et contrôles de 11.5 jours (E11.5) 
(Figure 59).  
 
Figure 59 : Les quantités relatives de protéines GATA-1 et FOG-1 sont modifiées dans les foies fœtaux gata-1-S310A 
Les cellules de foie fœtal d’embryons de 11,5 jours (E11.5) sont lysées puis les fractions cytoplasmiques (C) et nucléaires (N) 
sont analysées par Western Blot. La nucléophosmine (Nph), protéine nucléaire, et l’actine, protéine cytoplasmique, sont 
utilisées comme contrôle. Pour chaque échantillon, les quantités de protéines nucléaires GATA-1 et FOG-1 sont mesurées 
puis rapportées chacune à la quantité de Nph. Les moyennes sont représentées dans les deux premiers graphiques. Le ratio 
FOG-1/GATA-1 est ensuite calculé et représenté dans le dernier graphique. Les probabilités p sont calculées par un test de 
Student. 
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Les résultats montrent que la quantité de GATA-1 est équivalente dans tous les échantillons. En 
effet, le ratio GATA-1/Nph n’est pas significativement différent d’un génotype à l’autre. A l’inverse, la 
quantité de protéines FOG-1 semble être plus faible dans les embryons gata-1-S310A. En effet, le 
ratio FOG-1/Nph est significativement inférieur dans les embryons gata-1-S310A par rapport au 
contrôle. Comme le montre le ratio FOG-1/GATA-1, les quantités relatives de protéines GATA-1 et 
FOG-1 sont différentes selon le génotype des embryons. Les cellules érythroïdes des embryons gata-
1-S310A contiennent donc une quantité relative de protéines FOG-1 par rapport à GATA-1 
inférieure à celle des cellules contrôles.  
Contrairement à ce que l’on aurait pu attendre, on observe une diminution de la quantité de 
protéines FOG-1 tandis que la quantité de GATA-1-S310A reste constante. Dans ce cas, la quantité de 
complexes GATA-1-S310A/FOG-1 formés n’a pas de raison d’augmenter. Par contre, si elle reste 
constante, la diminution de la quantité totale de FOG-1 conduirait à une diminution de la quantité de 
protéines FOG-1 libres, non liées à GATA-1. Un excès de protéines FOG-1 libres est peut-être délétère 
pour la cellule. Cependant, ces résultats nécessitent d’être confirmés avant de pouvoir en tirer une 
conclusion. 
 
Nous avons analysé l’expression de différents gènes par PCR-quantitative au cours de 
l’érythropoïèse fœtale dans des embryons de 11,5 jours.  
Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression des acteurs moléculaires impliqués dans 
notre modèle : GATA-1, FOG-1, Akt et pRb (Figure 60).  
 
 
Figure 60 : L’expression de Rb1 semble être augmentée dans les foies fœtaux gata-1-S310A 
L’ARN des cellules de foies fœtaux contrôle et gata-1-S310A est extrait et l’expression de Gata-1, Fog-1, Akt1 et Rb1 est 
analysée par RT-PCR-quantitative. Les valeurs obtenues pour chaque gène sont rapportées à la valeur obtenue pour le 18S. 
Pour chaque gène, la valeur du contrôle est définie à 1. Les valeurs représentées sont les moyennes de deux expériences 
indépendantes. 
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D’après les résultats obtenus, la quantité d’ARNm de Gata-1, Fog-1 et Akt1 ne semble pas varier 
de manière significative entre les embryons contrôles et gata-1-S310A. L’histogramme représentant 
l’expression de Fog-1 donne l’impression d’une augmentation dans les embryons gata-1-S310A, mais 
l’analyse statistique indique qu’elle n’est pas significative (p=0,109). Un plus grand nombre 
d’échantillons sera nécessaire pour évaluer correctement ce gène. Toutefois, comme nous avons 
observé par Western Blot une diminution de la quantité de FOG-1, nous pouvons poser l’hypothèse 
d’une régulation post-transcriptionnelle pour cette protéine. En ce qui concerne GATA-1, nous 
n’avions pas observé de différence au niveau protéique et ce résultat est retrouvé au niveau des 
ARNm. 
L’expression de Rb1 semble par contre augmenter de manière significative dans les embryons 
gata-1-S310A. La protéine pRb est essentielle à l’érythropoïèse. L’augmentation de son expression 




Figure 61 : Les expressions d’Alas2 et de PPARγ semblent être augmentées dans les foies fœtaux gata-1-S310A 
L’ARN des cellules de foies fœtaux contrôle et gata-1-S310A est extrait et l’expression d’Alas2, PPARγ, PGC1β et Myc est 
analysée par RT-PCR-quantitative. Les valeurs obtenues pour chaque gène sont rapportées à la valeur obtenue pour le 18S. 
Pour chaque gène, la valeur du contrôle est définie à 1. Les valeurs représentées sont les moyennes de deux expériences 
indépendantes. 
 
Nous avons également étudié l’expression d’Alas2 (Figure 61). Alas2 code pour une enzyme 
participant à la biosynthèse de l’hème. L’expression d’Alas2 dans les embryons gata-1-S310A semble 
être significativement supérieure au contrôle. L’augmentation de la production d’hème semble 
cohérente avec l’accélération de la différenciation érythroïde observée par cytométrie dans les foies 
fœtaux gata-1-S310A. 
Nous observons également une augmentation significative de l’expression de PPARγ dans les foies 
fœtaux gata-1-S310A. PPARγ est un facteur de transcription impliqué dans le métabolisme des 
166      RESULTATS 
lipides, mais également du glucose. Il permet en effet l’augmentation insulino-dépendante de 
l’incorporation du glucose (pour revues : Debril et al., 2001; Picard and Auwerx, 2002), et sa 
suppression diminue cette incorporation en affectant les transporteurs GLUT-1 et GLUT-4 (Liao et al., 
2007). La signalisation IGF-1 est elle-même impliquée dans le métabolisme du glucose. De plus, les 
agonistes de PPARγ ont été impliqués dans la signalisation IGF-1 (Belfiore et al., 2009). 
L’augmentation de PPARγ dans les foies fœtaux gata-1-S310A pourrait alors être un effet de 
l’activation de la voie IGF-1. 
Par contre, l’expression de PGC1β, un coactivateur de PPARγ, ne semble pas varier dans les 
embryons gata-1-S310A. L’expression de l’oncogène Myc ne semble pas varier non plus. 
Cette étude préliminaire et non-exhaustive montre des variations de l’expression de certains 
gènes dans les foies fœtaux des souris gata-1-S310A, qui pourraient potentiellement être impliqués 
dans les mécanismes de compensation mis en place chez ces souris. Une étude plus approfondie 
sera nécessaire pour confirmer ces résultats. 
 
4.3. Les souris gata-1-S310A adultes ne présentent pas de défauts majeurs de 
l’érythropoïèse en condition homéostatique à 12 semaines. Qu’en est-il 
pour des animaux plus âgés ? 
Nous avons vu que les anomalies majeures de l’érythropoïèse pouvaient être révélées chez les 
souris gata-1-S310A par l’inhibition pharmacologique de la voie IGF-1. Or, on sait que le taux sérique 
d’IGF-1 diminue avec l’âge (Ruiz-Torres and Soares de Melo Kirzner, 2002). De plus, les défauts 
hématologiques, et en particulier les anémies, sont fréquents chez les animaux âgés (Harrison, 1975; 
Sudo et al., 2000). A la fin de ma thèse, nous disposions dans notre élevage de quelques animaux 
âgés de 40 semaines. Afin de détecter une éventuelle activation de l’érythropoïèse de stress, nous 
avons analysé le poids des rates de ces souris en comparaison avec celui de souris de 12 semaines 
(Figure 62).  
Nous pouvons tout d’abord remarquer que le poids des souris augmente d’environ 1,5 fois avec 
l’âge dans les deux cohortes (Fig62A). Lorsque l’on compare les poids des rates, on remarque que, 
pour les souris contrôle, il augmente avec l’âge de manière significative. Il en est de même pour les 
souris gata-1-S310A. Le poids des rate des souris gata-1-S310A de 40 semaines est cependant plus 
élevé que celui des souris contrôle au même âge (Fig62B). Lorsque l’on calcule le rapport entre le 
poids de la rate et celui des souris, on observe chez les souris gata-1-S310A âgées de 40 semaines 
une différence significative de ratio avec les souris contrôle du même âge mais également avec les 
souris gata-1-S310A plus jeunes (Fig62C). Il semblerait donc que les souris gata-1-S310A âgées 
montrent les signes d’une splénomégalie. Des études complémentaires du taux sérique de l’IGF-1 et 
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de l’érythropoïèse de ces souris permettront de définir si cette splénomégalie est due à une anémie 
liée à l’âge et à l’activation d’une érythropoïèse de stress chez ces souris. 
 
 
Figure 62 : Le poids de la rate des souris gata-1-S310A augmente avec l’âge 
A. Des souris contrôle et gata-1-S310A âgées de 12 et 40 semaines ont été pesées. B. Les rates de ces souris ont été pesées. 
C. Le poids de la rate est rapporté au poids total de la souris pour chaque individu. Les ratios sont représentés sur le 
graphique. Les probabilités p sont calculées par un test de Student. Les valeurs significatives sont indiquées en rouge. 
 
4.4. Si les souris gata-1-S310A présentent un défaut de l’érythropoïèse, quel est 
le potentiel de reconstitution hématopoïétique des cellules souches de 
ces souris ? 
Il a été décrit que la voie de signalisation PI3K/Akt était impliquée dans le maintien des cellules 
souches hématopoïétiques (pour revues : Buitenhuis and Coffer, 2009; Buitenhuis, 2011; Polak and 
Buitenhuis, 2012). Bien que GATA-1 ne soit pas exprimé par les cellules souches, nous avons voulu 
examiner le potentiel de reconstitution hématopoïétique des cellules issues de souris gata-1-S310A 
pour potentiellement mettre en évidence un rôle extrinsèque de GATA-1 sur les cellules souches 
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hématopoïétiques. Par ailleurs, ce modèle de transplantation nous permettra également d’étudier la 
dynamique de l’érythropoïèse dans un contexte où seules les cellules transplantées possèdent le 
gène muté. Nous pourrons ainsi évaluer le rôle intrinsèque de cette mutation.  
Pour évaluer la capacité de reconstitution hématopoïétique des cellules gata-1-S310A, nous avons  
choisi de mettre en compétition des cellules de moelle de souris gata-1-S310A avec des cellules de 
souris contrôles au sein d’une même souris contrôle (Figure 63). 
Pour cela, la moelle de souris mâles gata-1-S310A et contrôles a été prélevée et les cellules Lin- 
(Lineage-) ont été récupérées par tri magnétique. Pour pouvoir différencier facilement les cellules 
contrôles des cellules gata-1-S310A lors de l’analyse, nous avons choisi de marquer ces cellules par 
des vecteurs codant pour des protéines fluorescentes. Ainsi, les cellules Lin- récupérées ont été 
transduites par un vecteur lentiviral exprimant soit la GFP, soit le mCherry (Figure 63). Les cellules 
Lin- transduites sont alors transplantées dans les deux cohortes préalablement irradiées (2 x 5,5Gy) 
de la manière suivante : 
- les cellules contrôles-GFP et les cellules gata-1-S310A-mCherry sont poolées en quantité 
équivalentes (150.103 cellules au total) puis injectées aux quatre souris de la première 
cohorte ; 
- les cellules contrôles-mCherry et les cellules gata-1-S310A-GFP sont poolées en quantité 
équivalentes (150.103 cellules au total) puis injectées aux quatre souris de la seconde cohorte. 
Afin d’éviter un biais dans la compétition, nous avons veillé à transduire les cellules contrôles et 
gata-1-S310A de la même manière et avec la même efficacité pour les deux vecteurs exprimant la 
GFP et le m-cherry : on obtient dans les deux cas 60% de transduction pour les deux types de cellules.  
Un mois après transplantation, les cellules sanguines des souris des deux cohortes ont été 
analysées par cytométrie en flux pour déterminer dans quelle proportion les cellules contrôles vs 
gata-1-S310A ont reconstitué l’hématopoïèse.  
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Figure 63 : Mise en compétition des cellules contrôle vs gata-1-S310A pour la reconstitution hématopoïétique – protocole 
expérimental 
La moelle de mâles contrôle et gata-1-S310A est prélevée puis les cellules Lineage- sont récupérées par tri magnétique. Les 
deux types de cellules sont alors transduites par des vecteurs lentiviraux codant la GFP ou le mCherry (pTrip-mnd-GFP ou 
pTrip-mnd-mCherry). Pour chaque condition, le taux de transduction obtenu est d’environ 60%. 75.10
3
 cellules contrôles-
GFP sont poolées à 75.10
3
 cellules gata-1-S310A-mCherry, et 75.10
3
 cellules gata-1-S310A-GFP sont poolées à 75.10
3
 
cellules contrôles-mCherry. Chaque pool (150.10
3
 cellules) est alors transplanté par injection intraveineuse (voie rétro-
orbitale) dans un groupe de quatre souris mâles contrôles préalablement irradiés (2x 5,5Gy). Un mois après transplantation, 
le sang circulant des souris des deux cohortes est analysé par cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules GFP+ (rectangle 
vert) d’une part, et mCherry+ (rectangle rose) d’autre part, est déterminé comme indiqué. 
 
170      RESULTATS 
 
Figure 64 : La reconstitution hématopoïétique des cellules gata-1-S310A semble moins efficace que celle des cellules 
contrôles 
A. Un mois après transplantation, le chimérisme des souris des deux cohortes est déterminé par analyse du sang circulant 
en cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules circulantes GFP-positives (vert), mCherry-positives (rose) ou non 
marquées (gris) parmi la totalité des cellules est mesuré par cytométrie pour chaque individu des deux cohortes. Les 
moyennes sont représentées dans le graphique. B. Pour chaque individu, le pourcentage de cellules GFP-positives et 
mCherry-positives est rapporté au pourcentage de cellules marquées. Les moyennes sont représentées. 
 
Dans chacune des cohortes, les pourcentages de cellules GFP+/mCherry- (GFP), de cellules 
mCherry+/GFP- (mCherry) et de cellules double-négatives (non marquées) ont été déterminés. Les 
moyennes des valeurs obtenues sont représentées dans la Figure 64A. Pour chaque cohorte, on note 
une proportion équivalente (environ 55%) de cellules non marquées. Ces cellules proviennent 
certainement de la fraction non transduite des cellules Lin- transplantées, et non d’une repopulation 
résiduelle des cellules de l’hôte car dans ce cas le pourcentage aurait été plus variable. Dans la 
cohorte contrôle-GFP/gata-1-S310A-mCherry, on observe une proportion plus importante de cellules 
GFP que de cellules mCherry (32,3% GFP vs 13,2% mCherry). A l’inverse, dans la cohorte gata-1-
S310A-GFP/contrôle-mCherry, on observe une proportion plus importante de cellules mCherry 
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(14,5% GFP vs 26,8% mCherry). Dans les deux cas, il semble donc y avoir une proportion plus 
importante de cellules contrôles que de cellules gata-1-S310A dans la circulation sanguine. Si l’on 
considère les proportions de cellules GFP et mCherry uniquement par rapport à la quantité totale de 
cellules marquées (définie comme 100%), on obtient les résultats présentés Figure 64B. Dans la 
première cohorte, 72,7% en moyenne des cellules marquées sont des cellules contrôles (GFP+), 
contre 27,3% pour les cellules gata-1-S310A (mCherry). La différence observée est hautement 
significative. Pour la seconde cohorte, on observe également une plus grande proportion de cellules 
contrôles (mCherry+ 65,6%) que de cellules gata-1-S310A (GFP+ 34,4%).  
En conclusion, les résultats préliminaires obtenus à un mois post-transplantation montrent que 
la reconstitution des cellules souches gata-1-S310A semble moins efficace que celle des contrôles. 
Cependant, ces résultats restent à confirmer, notamment par l’analyse des différentes lignées 
hématopoïétiques. Afin de s’assurer que la faible proportion de cellules gata-1-S310A observée 
reflète bien un défaut des cellules souches et n’est pas due uniquement à un défaut de la lignée 
érythroïde, il est nécessaire d’analyser les proportions de cellules gata-1-S310A vs contrôles 
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Conclusion III 
 
L’étude de l’érythropoïèse des souris gata-1-S310A montre, comme l’avait publié l’équipe d’Orkin, 
que chez l’adulte : 
- les paramètres sanguins et le taux de réticulocytes sont normaux, 
- les proportions des populations érythroïdes médullaires et spléniques semblent normales, 
- et les capacités clonogéniques des progéniteurs médullaires sont équivalentes aux contrôles 
en conditions optimales de culture.  
Cependant, nous avons observé, chez les souris gata-1-S310A, plusieurs éléments qui diffèrent des 
souris contrôles : 
- l’étude de l’érythropoïèse fœtale a révélé une accélération de l’érythropoïèse au moment de 
la mise en place de l’érythropoïèse définitive (E11,5) ; 
- la durée de vie des globules rouges des souris gata-1-S310A est deux fois plus courte que celle 
des contrôles ; 
- les progéniteurs érythroïdes médullaires et fœtaux des souris gata-1-S310A montrent une 
dépendance accrue à l’insuline/IGF-1 et la transferrine in vitro ; 
- les souris gata-1-S310A présentent un taux sérique d’IGF-1 supérieur à celui des souris 
contrôle. 
Ces éléments suggéraient la mise en place, chez ces souris, d’un mécanisme de compensation 
impliquant l’IGF-1. Nous avons alors choisi d’étudier le rôle de la voie IGF-1 sur l’érythropoïèse des 
souris gata-1-S310A à l’aide d’un inhibiteur chimique. 
L’inhibition de la voie IGF-1 a révélé la présence de défauts érythroïdes majeurs chez les souris 
gata-1-S310A. En effet, elle a déclenché, chez les souris gata-1-S310A, l’apparition de défauts 
morphologiques des globules rouges, suivie d’une anémie létale. Cette anémie était due à une 
hémolyse intra-vasculaire massive, additionnée d’une érythrophagocytose hépatique. Nous avons 
observé une augmentation de la production érythrocytaire médullaire, ainsi que l’activation d’une 
érythropoïèse de stress dans la rate. Nous avons alors conclu à une anémie hémolytique 
régénérative. En absence de signalisation IGF-1, la mutation gata-1-S310A conduit à la production 
d’érythrocytes morphologiquement anormaux et probablement non fonctionnels qui sont alors 
dégradés et lysés, conduisant à une anémie létale. 
Ces résultats montrent, comme nous l’avons montré in vitro dans les chapitres précédents, que la 
phosphorylation de GATA-1 par Akt sur la Ser310 joue un rôle important dans la différenciation 
érythroïde. Son absence entraîne en effet des défauts érythroïdes majeurs conduisant à une anémie 
létale. Cependant, ces défauts peuvent être compensés in vivo par l’activation d’une voie de 
signalisation alternative. Ainsi, nous avons mis en évidence un mécanisme de compensation 
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permettant la survie des souris exprimant la protéine GATA-1-S310A non phosphorylable par Akt : la 
signalisation IGF-1. 
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La balance prolifération/différenciation résulte d’un équilibre finement régulé indispensable à 
l’homéostasie de tout système dynamique. Dans ce travail, j’ai étudié l’équilibre entre les complexes 
GATA-1/FOG-1 (impliqué dans la différenciation) et GATA-1/pRb (impliqué dans la prolifération). J’ai 
mis en évidence un nouveau modèle d’équilibre moléculaire dans lequel la phosphorylation de 
GATA-1 sur la Sérine 310 est le rhéostat de la formation de ces deux complexes. 
J’ai ensuite étudié deux modèles où  la phosphorylation de GATA-1 est abrogée :  
a) le modèle GATA-1-V205G in vitro où la phosphorylation de la Ser310 est fortement diminuée. 
Dans ce cas, la différenciation érythroïde peut être restaurée en jouant sur les acteurs de cet 
équilibre (phosphorylation constitutive de GATA-1-V205G et augmentation de la quantité de la 
protéine FOG-1) ; 
b) le modèle de souris gata-1-S310A in vivo dans lequel nous avons mis en évidence 
l’implication de l’IGF-1 comme acteur central d’un mécanisme de compensation. 
 
J’organiserai ce chapitre de discussion autour de deux grands points : 
- « au niveau de la cellule » : comment la phosphorylation de GATA-1 peut-elle réguler la 
balance prolifération/différenciation ? Dans ce paragraphe, je discuterai des résultats au niveau 
moléculaire de l’analyse des complexes et des mutants GATA-1-S310A et GATA-1-V205G ;  
- « au niveau de l’organisme entier » : quel est le rôle de la voie IGF-1 dans l’érythropoïèse des 




1. Comment la phosphorylation de GATA-1 par Akt régule-t-elle la 
balance entre prolifération et différenciation érythroïde ? 
 
Au début de mon travail de thèse, plusieurs questions se posaient : quel est le rôle moléculaire de 
la phosphorylation de GATA-1 ? Comment agit-elle sur la différenciation érythroïde ? Quels sont les 
mécanismes régulant l’équilibre moléculaire entre les complexes GATA-1/pRb/E2F et GATA-1/FOG-1 
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Les résultats obtenus au cours de ce travail ont montré que la phosphorylation de GATA-1 par Akt 
régule la balance entre prolifération et différenciation érythroïde :  
 
 
Illustration 28 : La phosphorylation de GATA-1 par Akt régule la balance entre prolifération et différenciation érythroïde 
 
 
En effet, nous avons montré que la phosphorylation de GATA-1 augmente son affinité pour FOG-
1. Elle permet ainsi d’une part la dissociation du complexe GATA-1/pRb/E2F et la reprise du cycle 
cellulaire, et d’autre part l’association GATA-1/FOG-1 et l’induction de la différenciation érythroïde. 
Cependant, ces résultats amènent plusieurs questions :  
Comment la phosphorylation de GATA-1 augmente-t-elle l’affinité GATA-1/FOG-1 ? 
Quel est l’impact de la phosphorylation de la Ser310 sur la fonction transcriptionnelle de GATA-1 ? 
Quel est l’impact de la phosphorylation sur la différenciation érythroïde terminale ? 
 
1.1. Comment la phosphorylation de GATA-1 par Akt augmente-t-elle l’affinité 
GATA-1/FOG-1 ? 
La phosphorylation est une modification post-traductionnelle consistant à ajouter un groupement 
phosphate (PO3
-) à un résidu Ser, Thr ou Tyr d’une protéine. Par l’apport d’une charge négative, la 
phosphorylation modifie l’environnement local de la protéine. Cela peut conduire à des 
modifications de la conformation de la protéine, comme c’est le cas pour les kinases telles que Akt 
ou CDK2 (Russo et al., 1996; Yang et al., 2002). Dans le cas du facteur de transcription CREB (cyclic 
AMP response element-binding protein), le premier facteur de transcription pour lequel on a montré 
que son activité était régulée par phosphorylation/déphosphorylation (Gonzalez and Montminy, 
1989), la phosphorylation de la Ser133 permet le recrutement du coactivateur CBP (CREB binding 
protein), conduisant à son activation transcriptionnelle (Mayr and Montminy, 2001). Les études 
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structurales ont montré que la phosphorylation permet la formation d’une liaison hydrogène entre la 
phosphosérine 133 de CREB et la Tyr658 de CBP. 
En ce qui concerne GATA-1, nous avons montré que la phosphorylation de la Ser310 augmente 
l’affinité pour FOG-1. Cependant, la Ser310 ne fait pas partie du domaine d’interaction avec FOG-1. Il 
s’agit alors d’un mécanisme différent de celui de CREB. La phosphorylation n’intervient pas 
directement dans l’interaction GATA-1/FOG-1. C’est sans doute pour cette raison qu’elle n’est pas 
indispensable à la formation du complexe, mais régule simplement son affinité. Il est alors probable 
que la phosphorylation sur la Ser310 entraîne une modification de la conformation de la protéine, 
facilitant ainsi l’accès de FOG-1. 
Comment la phosphorylation de la Ser310 modifie-t-elle la structure de GATA-1 ? Pour répondre à 
cette question, il faudrait disposer des structures tridimensionnelles des formes phosphorylée et non 
phosphorylée de GATA-1. La résolution de structures protéiques peut s’effectuer par cristallographie 
aux rayons X ou spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN). Malheureusement, nous 
n’avons pas été en mesure de réaliser une telle étude. Cependant, l’analyse des structures existantes 
des domaines de la protéine GATA-1 peut nous permettre d’élaborer une hypothèse quant au rôle de 
la phosphorylation sur la Ser310 dans l’interaction avec FOG-1. 
A ce jour, seules les structures des deux doigts de zinc de GATA-1 ont été résolues. Kowalski et 
coll. ont résolu la structure du doigt de zinc N-terminal, qui comprend le domaine d’interaction avec 
FOG-1, de la protéine GATA-1 murine (PDB ID : 1gnf) (Kowalski et al., 1999). La séquence étudiée 
comprend les AA198-243. Plus récemment, cette structure a été utilisée par Liew et coll. pour 
déterminer la structure de l’interaction GATA-1/FOG-1 (PDB ID : 1y0j) (Liew et al., 2005). Ils ont en 
effet défini la structure du complexe formé par le doigt de zinc N-terminal de la protéine GATA-1 
murine (GNF) et le premier doigt de zinc de la protéine dFOG (U-shaped) de drosophile (dFOG-F1). 
dFOG-F1 possède 63% d’homologie avec le ZF9 de la protéine FOG-1 murine, et il interagit avec le 
doigt de zinc de la protéine Pannier (facteur GATA de drosophile) qui possède 87% d’homologie avec 
le doigt de zinc N-terminal de GATA-1 murin. De plus, les auteurs ont montré précédemment que le 
doigt de zinc N-ter de GATA-1 murin était capable d’interagir avec les doigts de zinc 1, 5 et 9 de dFOG 
(Fox et al., 1999). 
Dans cette étude, les auteurs montrent que le doigt de zinc N-terminal de GATA-1 est capable 
d’interagir simultanément avec l’ADN et FOG-1 via deux domaines opposés. Comme le montre 
l’illustration 29, les résidus mauves représentent le domaine de liaison à l’ADN, tandis les résidus gris 
du côté opposé sont impliqués dans l’interaction avec FOG-1. 
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Illustration 29 : Structure de l’interaction GATA-1/FOG-1 (Liew et al., 2005) 
GNF : domaine N-terminal de la protéine GATA-1 murine ; zone mauve : domaine d’interaction de GATA-1 avec l’ADN ; 
zone grise : domaine d’interaction de GATA-1 avec FOG-1 ; zones jaunes : mutations du doigt de zinc N-terminal de GATA-
1 ; dFOG-F1 : premier doigt de zinc de la protéine dFOG de drosophile ; zone bleue : domaine de FOG-1 interagissant avec 
GATA-1. 
 
Tjandra et coll. ont défini la structure du doigt de zinc C-terminal de la protéine GATA-1 de poulet 
complexé à l’ADN (PDB ID : 2gat) (Tjandra et al., 1997). La séquence protéique étudiée est 
homologue aux résidus 252-317 des protéines GATA-1 humaine et murine. Elle comprend donc la 
Ser310. D’après cette structure, le doigt de zinc C-ter interagit avec la double hélice d’ADN, tandis 
que l’extrémité C-terminale contenant la Ser310 contourne l’hélice. La Ser310 est alors située du 
côté de l’hélice opposé au doigt de zinc C-ter (Illustration 30). 
  
 
Illustration 30 : Représentation tridimensionnelle du doigt de zinc C-terminal de la protéine GATA-1 de poulet lié à la 
double hélice d’ADN 
La figure a été réalisée à partir du fichier 2gat (Tjandra et al., 1997) à l’aide du logiciel Simple Viewer disponibles sur le site 
de la Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). La sérine 310 et les résidus du domaine riche en Lysine 
(K) sont indiqués. 
 
D’après ces deux structures, nous pouvons imaginer que les deux doigts de zinc de GATA-1 
forment une boucle autour de l’ADN et se lient chacun d’un côté de l’hélice. Dans ce cas, la Ser310, 
située du coté opposé au doigt de zinc C-ter, serait à proximité du doigt de zinc N-ter, donc de la 
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zone d’interaction avec FOG-1. Cela pourrait expliquer l’influence de la phosphorylation de cette 
Sérine sur l’interaction GATA-1/FOG-1 (Illustration 31). 
 
 
Illustration 31 : Hypothèse d’interaction conjointe ADN/GATA-1/FOG-1 
L’interaction ADN/GATA-1/FOG-1 est représentée selon deux angles de vue différents : la partie droite correspond à la 
partie gauche vue du dessus. La protéine GATA-1 interagit avec l’ADN via ses deux doigts de zinc (CF et NF) situés de chaque 
côté de l’hélice. Les hachures noires représentent les interactions des doigts de zinc de GATA-1 avec l’ADN et/ou FOG-1. Les 
hachures rouges pointillées représentent le rapprochement entre la zone de GATA-1 contenant la Ser310 et le domaine 
riche en Lysine (KKKK), chargée positivement, et l’hélice d’ADN chargée négativement. CF : doigt de zinc C-terminal de 
GATA-1 ; NF : doigt de zinc N-terminal de GATA-1. 
 
La région contenant la Ser310 est constituée d’acides aminés hydrophiles et d’acides aminés 
basiques chargés positivement. Cette concentration de charges positives peut expliquer le 
rapprochement de cette zone de la protéine vers la double hélice d’ADN chargée négativement. 
L’apport d’une charge négative par la phosphorylation pourrait déstabiliser ce rapprochement. Si l’on 
suppose que le doigt de zinc N-ter interagit avec l’ADN à proximité de la région contenant la Ser310, 
on peut imaginer qu’en absence de phosphorylation, cette proximité encombre la zone d’interaction 
avec FOG-1 du doigt de zinc N-ter. Dans ce cas, la phosphorylation de la Ser310, par l’apport d’une 
charge négative, éloignerait la région de la Ser310 de l’ADN et libèrerait l’accès au doigt de zinc N-ter 
pour FOG-1. 
Pour confirmer cette hypothèse, il faudrait déterminer la structure du complexe GATA-
1+ADN+FOG-1, en utilisant une séquence de GATA-1 comprenant les deux doigts de zinc ainsi que la 
Ser310 (par exemple les résidus 198-317). En réalisant cette étude avec les mutants de 
phosphorylation de GATA-1, nous pourrions ainsi évaluer l’effet de la phosphorylation de la Ser310 
sur la structure de ce complexe. 
La zone de la Ser310 est également riche en Lysine et comprend un site d’acétylation (312-316). 
Ce site d’acétylation joue un rôle important dans la différenciation érythroïde. En effet, si la mutation 
des résidus 312-316 n’a pas d’effet sur la liaison de GATA-1 à l’ADN (Hung et al., 1999), elle diminue 
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en revanche l’occupation de la chromatine par GATA-1 sur ses gènes cibles (Lamonica et al., 2006). 
Comme la phosphorylation, l’acétylation consiste également à apporter une charge négative. Elle 
neutralise ainsi la charge positive des résidus Lys. On peut alors imaginer un effet synergique de la 
phosphorylation et de l’acétylation de la zone 310-316 pour éloigner cette région de la protéine de la 
molécule d’ADN. Un tel effet synergique entre ces deux modifications post-traductionnelles a été 
montré dans le cas des histones. On peut citer en exemple la phosphorylation et l’acétylation de 
l’histone H3 qui sont couplées pour activer l’expression des gènes de manière synergique en réponse 
à l’EGF (Cheung et al., 2000). 
 
D’autre part, une modélisation intégrant à la fois la Val205 et la Ser310 pourrait permettre 
d’expliquer l’absence de phosphorylation de la protéine GATA-1-V205G. En effet, nous avons montré, 
dans un modèle non érythroïde, qu’en condition de stimulation par le PDGF, la protéine GATA-1-
V205G n’est pas phosphorylée sur la Ser310 malgré l’activation d’Akt. Pourquoi ? 
L’étude de Liew et coll. montre que la mutation V205M perturbe la structure tertiaire du doigt de 
zinc N-terminal (Liew et al., 2005). Les mutations G208S, D218G et D218Y, abrogeant également 
l’interaction avec FOG-1, ont le même effet sur la structure tertiaire du doigt de zinc. Ces séquences 
mutées existeraient en solution sous forme de globule fondu (état stable intermédiaire entre l’état 
dénaturé et l’état natif d’une protéine) possédant une structure secondaire, mais pas de structure 
tertiaire bien définie. On peut supposer que la mutation V205G perturbe également la structure 
tertiaire du doigt de zinc N-terminal. Bien que l’on ne connaisse pas l’effet de ces mutations sur la 
structure de la protéine entière, il est raisonnable de penser que si la structure tertiaire du doigt de 
zinc est modifiée, la structure de la protéine entière doit l’être également. Cette modification de la 
structure pourrait alors interférer dans la liaison de la kinase à GATA-1-V205G ou rendre la Ser310 
inaccessible, et empêcher ainsi la phosphorylation de GATA-1-V205G par Akt. Dans ce cas, si 
l’absence de phosphorylation de GATA-1-V205G est due à la déstructuration de la protéine, on peut 
alors supposer que les autres mutants d’interaction (G208S, D218G et D218Y) ne sont pas non plus 
phosphorylés par Akt. 
Une autre hypothèse serait que la mutation V205G interfère avec la localisation subcellulaire de 
GATA-1. La kinase Akt est localisée majoritairement dans le cytoplasme. Si l’on suppose que la 
phosphorylation de GATA-1 par Akt est cytoplasmique, la translocation de GATA-1 dans le 
cytoplasme serait alors nécessaire. Le blocage de cette translocation par la mutation V205G 
expliquerait l’absence de phosphorylation de cette protéine. Cependant, la localisation nucléaire 
d’Akt a également été montrée (Ahmed et al., 1993; Meier et al., 1997). De plus, Akt phosphoryle 
plusieurs de ses cibles dans le noyau comme les facteurs FoxO (Biggs et al., 1999). GATA-1 étant un 
facteur de transcription, il est probable que sa phosphorylation par Akt soit nucléaire. De plus, il a été 
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montré que l’Epo induit la translocation nucléaire d’Akt activé dans les cellules érythroleucémiques 
K562. Cette translocation semble importante pour la différenciation érythroïde Epo-dépendante de 
ces cellules (Missiroli et al., 2009). Nous pouvons alors supposer que la phosphorylation de GATA-1 
par Akt est nucléaire. L’absence de phosphorylation de GATA-1-V205G ne serait alors pas due à un 
défaut de localisation subcellulaire de la protéine. 
 
Si la phosphorylation augmente l’affinité de GATA-1 pour FOG-1, la phosphorylation constitutive 
de GATA-1-V205G (GATA-1-V205G-S310D) est-elle capable de restaurer son affinité pour FOG-1 ? 
Nous avons montré que la protéine GATA-1-V205G-S310D restaure la différenciation érythroïde in 
vitro. Si l’effet physiologique est restauré, nous pouvons alors supposer, bien que nous ne l’ayons pas 
montré, que l’interaction avec FOG-1 est également restaurée. Cependant, dans le cas de la 
sumoylation, Lee et coll. ont montré que l’ajout d’un groupement SUMO à la protéine GATA-1-V205G 
restaurait la transcription de gènes érythroïdes et le recrutement de FOG-1 à la chromatine mais ils 
ne détectent pas d’augmentation de l’interaction avec FOG-1 (Lee et al., 2009). De plus, nous avons 
vu que la protéine GATA-1-V205G-S310D avait un comportement équivalent à la protéine GATA-1-
S310A : elle induit une différenciation érythroïde partielle. Or, nous avons montré que, dans un 
modèle reconstitué, l’interaction GATA-1-S310A/FOG-1 de faible affinité n’est détectée que lorsque 
la quantité de FOG-1 est augmentée. Nous pouvons alors supposer que l’interaction GATA-1-V205G-
S310D/FOG-1 ne serait également détectable qu’en présence d’une quantité importante de FOG-1. Il 
serait intéressant, pour appuyer notre hypothèse, de déterminer les constantes d’association des 
protéines GATA-1-WT, GATA-1-S310A et GATA-1-V205G-S310D à FOG-1 par un système Biacore ou 
de calorimétrie isotherme à titration (ITC). 
 
Ainsi, nous supposons que la phosphorylation constitutive de la protéine GATA-1-V205G restaure 
une faible affinité pour FOG-1. Sachant que GATA-1-V205G n’a aucune affinité pour FOG-1, notre 
hypothèse expliquant l’effet de la phosphorylation de la Ser310 sur l’affinité GATA-1/FOG-1 permet-
elle d’expliquer ce phénomène ? 
La Val205 est l’un des acides aminés cruciaux impliqués dans l’interaction du doigt de zinc N-
terminal de GATA-1 avec le doigt de zinc de FOG-1. Elle a une position centrale sur la zone du doigt 
de zinc qui interagit avec FOG-1. Lors de l’interaction, elle se loge dans une cavité sur la surface du 
doigt de zinc de FOG-1. Elle est alors située en plein cœur du complexe. Dans la protéine GATA-1-
V205M, la Méthionine, dont la chaîne latérale est plus grande, ne peut pas occuper cette cavité. Cela 
explique l’absence d’interaction de la protéine GATA-1-V205M avec FOG-1 (Liew et al., 2005). Dans le 
cas de la protéine GATA-1-V205G, on aurait pu penser que, la Glycine étant un acide aminé plus petit 
ne possédant pas de chaîne latérale, l’interaction aurait été possible. Cependant, la protéine GATA-1-
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V205G n’interagit pas non plus avec FOG-1. Il est possible que la suppression de la chaîne latérale 
hydrophobe de la Valine perturbe également l’interaction. Mais nous pouvons également supposer 
que la présence de la Glycine diminue simplement l’affinité pour FOG-1 et que l’absence de 
phosphorylation de cette protéine contribue à inhiber totalement l’interaction. Dans ce cas, il est 
logique que la phosphorylation constitutive restaure une affinité GATA-1-V205G/FOG-1. D’après 
notre hypothèse, l’extrémité C-terminale non phosphorylée de GATA-1 encombrerait la zone du 
doigt de zinc N-terminal impliquée dans l’interaction avec FOG-1. La phosphorylation constitutive de 
GATA-1-V205G permettrait de libérer l’accès de FOG-1 au doigt de zinc N-ter, restaurant ainsi une 
faible affinité pour FOG-1. On peut alors supposer que la Gly205 est capable d’occuper la cavité du 
doigt de zinc de FOG-1, malgré l’absence de chaîne hydrophobe, mais avec une plus faible affinité 
que la Valine. Obtiendrait-on le même résultat avec la mutation V205M ? Si la Méthionine n’est pas 
capable d’occuper la cavité du doigt de zinc de FOG-1 en raison de sa grande taille, la 
phosphorylation constitutive de GATA-1-V205M ne permettrait peut-être pas de restaurer une 
interaction avec FOG-1. 
La résolution des structures de la séquence AA198-317, contenant les deux doigts de zinc et la 
Ser310, des protéines GATA-1-V205G, GATA-1-V205G-S310A et GATA-V205G-S310D pourraient 
permettre de documenter ces hypothèses. 
 
1.2. La phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 permet la transcription d’une 
certaine catégorie de gènes 
Dans notre étude, nous avons montré que la phosphorylation de la Ser310 par Akt augmente 
l’affinité de l’interaction GATA-1/FOG-1. Comme je l’ai mentionné dans l’introduction, l’interaction 
GATA-1/FOG-1 est nécessaire pour l’activation ou la répression d’un certain nombre de gènes cibles. 
Ainsi, nous avons supposé que la phosphorylation de GATA-1 était impliquée dans la régulation de 
l’activité transcriptionnelle de GATA-1 par FOG-1. En effet, nous avons montré, par l’expression d’un 
gène rapporteur (luciférase) dans un système reconstitué, que la régulation de l’activité 
transcriptionnelle de GATA-1 par FOG-1 s’effectue de manière différentielle en fonction de l’état de 
phosphorylation de GATA-1. Plus la phosphorylation de GATA-1 est importante, plus la régulation par 
FOG-1 est effective.  
De plus, cette étude a permis de mettre en évidence une régulation différentielle de la 
transcription par le complexe GATA-1/FOG-1 en fonction des cibles. En effet, les cibles 
transcriptionnelles de GATA-1 ont des sensibilités différentes à la présence du complexe GATA-
1/FOG-1. Ainsi, parmi les promoteurs minimums que nous avons testés, les promoteurs de la 
glycophorine B (GpB95) et de l’Epo-R sont très sensibles. Lorsque GATA-1 n’est pas phosphorylé, la 
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faible affinité existant entre GATA-1-S310A et FOG-1 permet la formation d’une quantité de 
complexes suffisante pour induire une répression transcriptionnelle de ces promoteurs. A l’inverse, 
les promoteurs de la PBGD, de GATA-1 et le promoteur synthétique contenant 3 sites GATA sont 
moins sensibles. Ils nécessitent une quantité plus importante de complexes, donc une plus forte 
affinité entre GATA-1 et FOG-1, pour leur régulation transcriptionnelle. 
Cependant, ces résultats sont à interpréter avec précaution. En effet, cette étude a été réalisée 
dans un modèle non érythroïde à l’aide de promoteurs minimaux. Dans ce système, l’expression de 
GATA-1 seul transactive les cinq promoteurs testés, et la présence de FOG-1 réprime cette activation. 
Or, on sait que dans un système érythroïde, le rôle de FOG-1 ne se limite pas uniquement à la 
répression de l’activité transcriptionnelle de GATA-1 (pour revue : Chlon and Crispino, 2012). En 
effet, la présence de FOG-1 est nécessaire à l’activation ou la répression par GATA-1 de nombreux 
gènes cibles (Crispino et al., 1999). Les résultats obtenus dans notre étude n’ont donc pas de réelle 
relevance physiologique et ne nous permettent pas de conclure sur la sensibilité des promoteurs 
testés, ni d’extrapoler au système érythroïde où le contexte est totalement différent. Par contre, ils 
montrent que ces cinq promoteurs répondent différemment à une situation équivalente. Nous 
pouvons alors conclure qu’il existe vraisemblablement des différences de sensibilité entre les gènes 
cibles de GATA-1. Les différents promoteurs répondent plus ou moins fortement à une même 
quantité de complexes GATA-1/FOG-1. En régulant l’affinité de GATA-1 pour FOG-1, la 
phosphorylation de GATA-1 par Akt permet de contrôler la quantité de complexes GATA-1/FOG-1 
formés. Plus GATA-1 est phosphorylé, plus l’affinité de GATA-1 pour FOG-1 est forte, plus la quantité 
de complexes formés est importante. Ainsi, la phosphorylation de GATA-1 par Akt permet à un 
système binaire (interaction ou non de deux protéines) de réguler de manière différentielle une 
multitude de gènes en fonction de leur sensibilité (Illustration 32). 
 
 
Illustration 32 : Représentation schématique de la régulation différentielle de la transcription par le complexe GATA-
1/FOG-1 en fonction de la phosphorylation 
L’affinité de GATA-1 pour FOG-1 et la quantité de complexes GATA-1/FOG-1 sont corrélées au niveau de phosphorylation de 
GATA-1. L’augmentation de l’affinité GATA-1/FOG-1 et de la quantité de complexes par la phosphorylation permet la 
régulation séquentielle des différents gènes érythroïdes en fonction de leur sensibilité. Ainsi, la phosphorylation de GATA-1 
régule la transcription différentielle des gènes érythroïdes. 
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D’autre part, nous avons également montré que la phosphorylation de GATA-1 favorise la 
dissociation du complexe GATA-1/pRb/E2F. La dissociation de l’interaction GATA-1/pRb rend la 
protéine pRb accessible à la phosphorylation, ce qui permet la libération d’E2F et la reprise du cycle 
cellulaire. Ainsi, de même que pour la quantité de complexes GATA-1/FOG-1, la quantité de facteurs 
E2F libres est corrélée au niveau de phosphorylation de GATA-1. La phosphorylation de GATA-1 
permet de contrôler la prolifération cellulaire via le contrôle de la transcription des gènes E2F-
dépendants.  
Ainsi, nous pouvons supposer que, selon le niveau de phosphorylation de GATA-1, une 
combinaison spécifique de gènes GATA-1/FOG-1-dépendants et de gènes E2F-dépendants sont 
activés (Illustration 33). 
 
 
Illustration 33 : Activation de différentes combinaisons de gènes par GATA-1/FOG-1 et E2F en fonction du niveau de 
phosphorylation de GATA-1 
La phosphorylation de GATA-1 régule l’apparition du complexe GATA-1/FOG-1 et la dissociation de GATA-1/pRb/E2F 
permettant la libération d’E2F. Elle contrôle ainsi la transcription des gènes GATA-1/FOG-1-dépendants et des gènes E2F-
dépendants. La combinaison de ces gènes varie en fonction du niveau de phosphorylation. 
 
Pour vérifier la cohérence de ce modèle, nous pouvons y replacer les différents mutants de GATA-
1 en fonction de leur affinité pour FOG-1 et leur état de phosphorylation.  
La protéine GATA-1-V205G n’est pas phosphorylée et ne forme pas de complexe avec FOG-1 : les 
gènes GATA-1/FOG-1-dépendants ne sont pas transcrits. Dans ce cas, E2F est totalement séquestré 
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dans le complexe GATA-1/pRb/E2F, ce qui est cohérent avec l’arrêt de prolifération observé lorsque 
GATA-1-V205G est exprimé dans les lignées NIH-3T3 et G1E (Kadri et al., 2009). 
La protéine GATA-1-S310A n’est pas non plus phosphorylée par Akt. Toutefois, nous avons montré 
qu’elle est capable de former un complexe de faible affinité avec FOG-1. Ainsi, une faible quantité de 
complexes GATA-1-S310A/FOG-1 permet la transcription d’une certaine catégorie de gènes 
érythroïdes. Parallèlement, la majorité des protéines GATA-1-S310A sont complexées avec pRb et 
une faible quantité d’E2F est libérée, la prolifération est alors limitée. Ce modèle coïncide avec nos 
observations : malgré la présence de FOG-1, l’expression de GATA-1-S310A inhibe la prolifération des 
cellules NIH-3T3. Par contre, l’augmentation de la quantité de FOG-1 permet d’augmenter la 
formation de complexes GATA-1-S310A/FOG-1. Dans ce cas, la combinaison de gènes activés est 
différente : une catégorie différente de gènes érythroïdes est transcrite, et une plus grande quantité 
d’E2F permet une prolifération plus importante dans la lignée NIH-3T3 comme le montrent nos 
résultats. 
Enfin, la protéine GATA-1-S310D est constitutivement phosphorylée : elle a une forte affinité pour 
FOG-1. Dans ce cas, le complexe GATA-1/pRb/E2F est dissocié et une grande quantité d’E2F est libre. 
Ceci est cohérent avec nos résultats indiquant que la protéine GATA-1-S310D permet la transcription 
de gènes érythroïdes peu sensibles et induit une forte prolifération en présence de FOG-1 dans les 
cellules NIH-3T3. 
Ainsi, d’après notre modèle, la phosphorylation de GATA-1 régule l’apparition du complexe GATA-
1/FOG-1, la disparition du complexe GATA-1/pRb/E2F et la libération d’E2F. De cette manière, elle 
contrôle la transcription d’une combinaison de gènes GATA-1/FOG-1-dépendants et de gènes E2F-
dépendants. Cette combinaison varie en fonction du niveau de phosphorylation de GATA-1. 
 
Une étude de la transcription des différents gènes cibles de GATA-1 dans les cellules G1E 
exprimant les différentes formes mutées de GATA-1 permettrait de définir plus précisément le rôle 
de la phosphorylation dans l’expression des différentes cibles. Nous pourrions ainsi classer ces 
différentes cibles en fonction de leur sensibilité/dépendance à une quantité plus ou moins 
importante de complexes GATA-1/FOG-1. De manière plus générale, une étude du transcriptome des 
cellules G1E exprimant les différentes formes mutées de GATA-1 permettrait de déterminer les 
différentes combinaisons de gènes GATA-1/FOG-1-dépendants et E2F-dépendants activés en 
fonction du niveau de phosphorylation de GATA-1.  
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1.3. La phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 est nécessaire pour les 
dernières étapes de la différenciation érythroïde 
Pour déterminer l’impact de la phosphorylation de GATA-1 sur le processus de différenciation 
érythroïde, nous avons utilisé un modèle cellulaire : la lignée G1E. Les cellules G1E sont dérivées de 
cellules ES murines invalidées pour le gène gata-1. Elles sont engagées dans le lignage érythroïde 
mais sont bloquées dans leur maturation au stade proérythroblaste (Weiss et al., 1997). L’expression 
exogène de GATA-1 permet la reprise de la différenciation jusqu’au stade érythroblaste acidophile. 
Les cellules ne subissent pas de maturation terminale et entrent en apoptose avant l’énucléation. 
Toutefois, la lignée G1E représente un modèle de choix pour l’étude de la différenciation érythroïde 
terminale et en particulier du rôle de GATA-1 dans ce processus. Ce modèle a été utilisé dans de 
nombreuses études pour déterminer l’impact de différentes mutations de GATA-1 sur sa capacité à 
promouvoir la différenciation érythroïde terminale (Crispino et al., 1999; Kadri et al., 2009). 
 
A partir du stade proérythroblaste, la poursuite de la différenciation érythroïde nécessite deux 
phénomènes concomitants : 1) un changement de type de cycle cellulaire permettant la sortie de 
l’auto-renouvellement, on passe des divisions « de renouvellement » qui augmentent le pool de 
progéniteurs en conservant le potentiel de différenciation, aux divisions « de différenciation » qui 
permettent à un proérythroblaste de devenir un érythrocyte ; 2) l’induction d’un programme de 
différenciation permettant l’acquisition des caractéristiques spécifiques et les modifications 
morphologiques conférant le phénotype érythroïde. Quel est l’impact de la phosphorylation de 
GATA-1 sur la coordination de ces deux évènements ? 
D’après les données de la littérature et les résultats que nous avons obtenus, nous proposons le 
modèle suivant pour expliquer l’impact de la phosphorylation de GATA-1 sur la balance 
prolifération/différenciation au cours de l’érythropoïèse terminale (Illustration 34). 
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Illustration 34 : Impact de la phosphorylation de GATA-1 sur la différenciation érythroïde terminale 
Les points d’impact des différents complexes GATA-1/FOG-1 ou GATA-1/pRb au cours de la différenciation terminale sont 
indiqués. Les flèches et lignes pointillées représentent l’état d’avancement de la différenciation érythroïde atteint par 
chaque protéine mutante exprimée dans la lignée G1E. 
 
Le contrôle de la prolifération est assuré par le complexe GATA-1/pRb qui permet l’arrêt des 
divisions « de renouvellement » et l’établissement des divisions « de différenciation » nécessaires à 
la différenciation érythroïde terminale. Le programme de différenciation est contrôlé par le 
complexe GATA-1/FOG-1 : un complexe de faible affinité est suffisant pour l’initiation de ce 
programme et permet le passage de c-Kit+ à c-Kit-. Par contre, les dernières étapes de différenciation 
nécessitent la formation d’un complexe GATA-1/FOG-1 de forte affinité : c’est là que la 
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Ce modèle s’appuie sur les données de la littérature et les résultats que nous avons obtenus avec 
l’expression des différentes formes mutées de GATA-1 dans la lignée G1E.  
En effet, lorsque l’interaction GATA-1/FOG-1 est abrogée (GATA-1-V205G), les cellules conservent 
un phénotype c-Kit+/Ter119-, elles restent bloquées au stade proérythroblaste (Crispino et al., 1999 ; 
résultats). Par contre, les cellules G1E exprimant la protéine GATA-1-V205G perdent leur capacité de 
prolifération (Kadri et al., 2009). Cela s’explique par le fait que l’interaction de GATA-1-V205G avec 
pRb est conservée, et permet le contrôle de la prolifération. 
Lorsque l’interaction GATA-1/pRb est abrogée (GATA-1-Rb-), les cellules entrent en différenciation 
(c-Kit-/Ter119low) : le programme de différenciation est initié grâce à l’interaction GATA-1-Rb-/FOG-1. 
Cependant, les cellules ne perdent pas leur capacité de prolifération. Le changement de divisions n’a 
pas lieu et la différenciation érythroïde est alors incomplète (Kadri et al., 2009). 
Lorsque GATA-1 n’est pas phosphorylé (GATA-1-S310A), les cellules entrent en différenciation et 
perdent leur capacité de prolifération : l’interaction GATA-1-S310A/pRb assure le contrôle de la 
prolifération nécessaire et le programme de différenciation est initié grâce à l’interaction GATA-1-
S310A/FOG-1 de faible affinité. Par contre, cette interaction de faible affinité n’est pas suffisante 
pour assurer une différenciation complète (Kadri et al., 2005 ; résultats). 
Dans un contexte où l’interaction GATA-1/FOG-1 est abrogée, la phosphorylation constitutive de 
GATA-1-V205G (GATA-1-V205G-S310D) conduit à un phénotype équivalent à celui observé avec la 
protéine GATA-1-S310A : l’interaction GATA-1-V205G-S310D/pRb assure le contrôle de la 
prolifération, et la mutation S310D restaure une faible affinité avec FOG-1, induisant ainsi l’initiation 
du programme de différenciation érythroïde. De la même manière qu’avec GATA-1-S310A, cette 
faible affinité n’est pas suffisante pour assurer une différenciation complète. Dans ce contexte, la 
surexpression de FOG-1 permet l’induction par GATA-1-V205G-S310D et GATA-1-S310A d’une 
différenciation érythroïde équivalente à celle induite par la protéine sauvage. La surexpression de 
FOG-1 permet de restaurer une forte affinité entre chacune de ces deux protéines et FOG-1, et 
d’assurer la réalisation des dernières étapes de la différenciation.  
Ainsi, une forte affinité entre GATA-1 et FOG-1 est nécessaire aux dernières étapes de la 
différenciation. Dans un contexte sauvage, cette forte affinité est obtenue grâce à la phosphorylation 
de GATA-1 par Akt sur la Ser310. Un élément supplémentaire en faveur de ce modèle est 
l’augmentation de la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 que nous avons observée dans les 
cellules érythroïdes matures de foie fœtal murin (c-Kit-/Ter119+) par rapport aux stades précoces (c-
Kit+/Ter119-) (données non montrées). 
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Dans ce travail, nous avons montré que la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 permet de 
surmonter le blocage de différenciation érythroïde induit par l’expression de la protéine GATA-1-
V205G in vitro. A l’inverse, quelle est l’implication de la phosphorylation de GATA-1 dans le cas d’un 
excès de production érythroïde, comme c’est le cas dans la polyglobulie de Vaquez ? La polyglobulie 
de Vaquez (Polycythemia Vera – PV) se caractérise par une production aberrante d’érythrocytes. 
Celle-ci est causée par une suractivation de la protéine JAK2, due à la mutation JAK-V617F. la 
phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 est dépendante de la voie Epo/JAK2/PI3K/Akt. Il a été 
montré que GATA-1 est surexprimé dans les cellules de patients PV. De plus, un inhibiteur de JAK2, 
qui diminue la formation de colonies par les progéniteurs JAK2-V617F, réduit la transcription et la 
phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 (Geron et al., 2008). D’après ces résultats et le modèle que 
nous proposons, nous pouvons supposer que la phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310 joue un 
rôle dans la production aberrante d’érythrocytes observée dans la polyglobulie. Dans ce cas, 
l’inhibition de la phosphorylation de GATA-1 permettrait de contrebalancer l’effet de la mutation 
JAK2-V617F sur la production érythrocytaire. Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait exprimer une 
protéine GATA-1 non phosphorylable (GATA-1-S310A) dans les cellules de patients PV et évaluer leur 
potentiel clonogénique. A plus long terme, il pourrait être intéressant d’introduire la mutation gata-
1-S310A dans une lignée murine transgénique exprimant la protéine JAK2-V617F, établie par Shide et 
coll. (Shide et al., 2008), et d’évaluer l’effet produit sur le phénotype d’érythrocytose de ces souris. 
 
 
2. L’IGF-1 compense les défauts érythroïdes dus à l’absence de 
phosphorylation de GATA-1 
 
Dans les deux premières parties des résultats, nous avons montré que la phosphorylation de 
GATA-1 par Akt joue un rôle dans les dernières étapes de la différenciation érythroïde terminale in 
vitro. Cependant, il existe un modèle de souris Knock-In exprimant la protéine GATA-1-S310A non 
phosphorylable par Akt, créé par l’équipe de S.H. Orkin, qui est viable et ne présente pas de défaut 
érythropoïétique évident (Rooke and Orkin, 2006). Compte tenu de nos résultats, nous avons posé 
l’hypothèse qu’il existait un ou plusieurs mécanismes de compensation permettant de masquer 
d’éventuels défauts dus à la mutation gata-1-S310A. Nous avons alors étudié l’érythropoïèse de ces 
souris à un stade plus précoce (E11.5) et dans des conditions de culture plus drastiques pour 
rechercher ces mécanismes. Ainsi, nous avons mis en évidence plusieurs éléments spécifiques de 
l’érythropoïèse des souris gata-1-S310A (Illustration 35). 
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Illustration 35 : L’érythropoïèse des souris gata-1-S310A est différente de celle des souris sauvages 
HSC : Hematopoietic Stem Cell ; BFUe : Burst-Forming Unit erythroid ; CFUe : Colony-orming Unit erythroid ; ProE : 
proérythroblaste ; Baso : érythroblaste basophile ; Polychromato : érythroblaste polychromatophile ; Acido : érythroblaste 
acidophile ; Rétic : réticulocyte ; GR : globule rouge. 
 
Au niveau fœtal (Illustration 35A), au stade où l’érythropoïèse définitive s’installe (E11.5), nous 
avons observé une augmentation globale de la cellularité dans les foies fœtaux gata-1-S310A. Nous 
avons également observé une accélération de l’érythropoïèse : le ratio cellules matures / cellules 
immatures est supérieur chez les souris gata-1-S310A. De plus, les progéniteurs érythroïdes gata-1-
S310A présentent une dépendance accrue à l’insuline/IGF-1 et à la transferrine. D’autre part, des 
résultats préliminaires montrent, dans les foies fœtaux gata-1-S310A, une modification du ratio des 
protéines GATA-1 et FOG-1 ainsi qu’une augmentation de l’expression de certains gènes comme Rb1, 
Alas2 et PPARγ. 
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Chez l’adulte, en conditions physiologiques (Illustration 35B), nous avons montré que la durée de 
vie des globules rouges gata-1-S310A est deux fois plus courte que celle des contrôles. Les globules 
rouges gata-1-S310A présentent également une diminution de la quantité de protéines 
membranaires ainsi qu’une diminution de l’incorporation du glucose. Comme dans le foie fœtal, les 
progéniteurs médullaires ont une dépendance accrue à l’insuline/IGF-1 et à la transferrine. De plus, 
le taux d’IGF-1 sérique des souris gata-1-S310A est supérieur à celui des contrôles. Ces deux derniers 
éléments suggéraient un rôle de l’IGF-1 dans l’érythropoïèse de ces souris. Nous avons alors choisi 
d’étudier l’érythropoïèse de ces souris en inhibant la voie IGF-1. L’inhibition de cette voie (par un 
inhibiteur du récepteur à l’IGF-1 – PPP) a révélé des défauts érythroïdes majeurs chez les souris gata-
1-S310A. En absence de signalisation IGF-1 (Illustration 35B), l’absence de phosphorylation sur la 
Ser310 de GATA-1 conduit à des défauts de l’intégrité membranaire des érythrocytes avec 
l’apparition d’échinocytes, induisant une anémie hémolytique létale chez ces souris. Ainsi nous avons 
montré l’existence d’au moins un mécanisme de compensation mis en place chez les souris gata-1-
S310A pour pallier à l’absence de phosphorylation de GATA-1 : l’activation de la signalisation IGF-1. 
 
A l’issue de ce travail, nous pouvons nous interroger sur différents points. Nous avons mis en 
évidence un mécanisme de compensation permettant de pallier à une déficience fonctionnelle de 
GATA-1 in vivo. Quels sont les mécanismes connus permettant de compenser une déficience 
fonctionnelle chez la souris ? Ce mécanisme met en jeu la voie IGF-1. Pourquoi un défaut érythroïde 
conduit à l’activation de la signalisation IGF-1 ? Par quels mécanismes moléculaires et cellulaires 
l’IGF-1 compense-t-il l’absence de phosphorylation de GATA-1 ?  
 
2.1. Mécanismes de compensation chez la souris 
Chez la souris, quels types de mécanismes permettent de compenser un défaut fonctionnel ? 
Si l’on prend l’exemple de la protéine GATA-1, il existe plusieurs modèles murins dans lesquels 
une déficience de GATA-1, conduisant à des défauts érythroïdes, peut être compensée. La déficience 
de l’interaction GATA-1/FOG-1 entraîne chez la souris une létalité embryonnaire. En effet, des souris 
Knock-In exprimant la protéine GATA-1-V205G meurent in utero d’une sévère anémie (Chang et al., 
2002). Pourtant, Shimizu et coll. ont créé un modèle de souris transgéniques où la surexpression de 
GATA-1-V205G supprime la létalité des souris GATA-1.05 (Shimizu et al., 2004). Les souris 
transgéniques GATA-1-V205G sont viables et ne présentent pas de défauts érythropoïétiques 
majeurs. Ainsi, la déficience d’interaction entre GATA-1-V205G et FOG-1 peut être compensée in vivo 
par la surexpression de GATA-1-V205G. Si elle ne compense pas entièrement les défauts induits dans 
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le lignage mégacaryocytaire, la surexpression de GATA-1-V205G permet en revanche une 
érythropoïèse normale. L’invalidation de GATA-1 peut également être compensée par l’expression de 
facteurs de transcription homologues. En effet, la létalité des souris GATA-1.05 est supprimée par 
l’expression de GATA-2 ou GATA-3 sous contrôle du promoteur de GATA-1 (G1HRD) (Takahashi et al., 
2000). L’expression de GATA-2 ou GATA-3 permet de restaurer totalement l’érythropoïèse fœtale et 
périnatale, assurant ainsi la survie des individus jusqu’à l’âge adulte. Dans ces deux cas, la déficience 
de GATA-1 est compensée artificiellement par manipulation génétique. 
Toutefois, il n’est pas rare d’observer également in vivo la mise en place d’une compensation 
« naturelle » assurée par l’organisme pour pallier à une déficience fonctionnelle. En effet, les 
processus physiologiques et cellulaires sont régulés par des mécanismes complexes impliquant de 
nombreux facteurs. Ces facteurs sont souvent redondants de sorte que la déficience ou la perte de 
fonction de l’un d’entre eux peut être compensée par l’activation d’un autre. On peut citer en 
exemple l’invalidation d’Akt1 qui n’entraîne pas de létalité chez la souris malgré son expression 
ubiquitaire et son rôle majeur dans la survie et la prolifération cellulaire (Chen et al., 2001). 
L’absence d’Akt1 est vraisemblablement compensée par ses deux isoformes Akt2 et Akt3. Une 
déficience fonctionnelle peut aussi conduire à l’activation d’un processus physiologique. Par 
exemple, l’invalidation génique de la myoglobine chez la souris est compensée pas différentes 
modifications physiologiques. La myoglobine est une protéine nécessaire au transport de l’oxygène 
dans les muscles squelettiques et en particulier le muscle cardiaque. Elle est donc importante pour le 
maintien de la fonction cardiaque. Pourtant, les souris Myo-/- sont viables, fertiles et ne présentent 
aucun signe évident de défauts fonctionnels (Gödecke et al., 1999). Les auteurs ont alors mis en 
évidence plusieurs mécanismes de compensation : une augmentation de la densité des capillaires, 
une augmentation du flux coronarien, et une augmentation de l’hématocrite. Tous ces mécanismes 
visent d’une part à augmenter le gradient d’oxygène et d’autre part à réduire la distance entre les 
capillaires et les mitochondries des cellules cardiaques. Ils permettent ainsi d’augmenter le flux 
d’oxygène de manière à maintenir une fonction cardiaque normale malgré l’absence de myoglobine.  
Ce type de réponses physiologiques permettant de pallier à un défaut fonctionnel est également 
retrouvé dans le système érythropoïétique. L’invalidation conditionnelle partielle de GATA-1 dans les 
cellules hématopoïétiques chez des souris adultes n’entraîne pas d’anémie (Gutiérrez et al., 2008). 
Par contre, on peut observer une augmentation du nombre de réticulocytes. L’érythropoïèse est 
donc affectée par l’invalidation de GATA-1, mais les cellules érythroïdes qui n’ont pas été invalidées 
pour GATA-1 compensent le déficit des autres et permettent le maintien du taux de globules rouges 
à un niveau normal grâce à l’augmentation de la production érythropoïétique. Un autre exemple est 
la compensation de la déficience du récepteur à l’Epo. Des souris transgéniques exprimant un 
récepteur à l’Epo tronqué dépourvu de ses 8 phosphotyrosines (Epo-R-HM) sont viables et ne 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES  195 
présentent qu’une légère anémie (Zang et al., 2001). Li et coll. ont montré que l’activité de ce 
récepteur est atténuée : elle est inférieure à celle du récepteur sauvage en réponse à de faibles doses 
d’Epo correspondant aux doses physiologiques (Li et al., 2003). Ils montrent également que cette 
diminution d’activité est compensée in vivo par une augmentation de l’activité des facteurs de 
croissance présents dans le sérum. Ainsi, chez la souris, la déficience d’une voie de signalisation peut 
être compensée par la suractivation d’autres voies pour assurer une érythropoïèse efficace. 
Dans notre étude, la déficience d’une modification post-traductionnelle Epo-dépendante de 
GATA-1 est compensée par l’activation de la signalisation IGF-1. 
 
2.2. Un défaut érythroïde compensé par l’IGF-1 
Habituellement, la réponse physiologique à une anémie est l’augmentation de la production et du 
taux d’Epo sérique induite par l’hypoxie tissulaire. Pourtant, nous n’observons pas d’augmentation 
du taux sérique d’Epo chez les souris gata-1-S310A. Le rôle de l’Epo est de stimuler la production 
d’érythrocytes. Ainsi, une augmentation du taux d’Epo ou une suractivation des voies de signalisation 
Epo-dépendantes conduisent à une production aberrante de globules rouges (polyglobulie). En 
absence de compensation par l’IGF-1, les souris gata-1-S310A développent une anémie hémolytique. 
Cependant, cette anémie est régénérative, indiquant que la production d’érythrocytes n’est pas 
déficiente. Le défaut réside dans la qualité des érythrocytes produits. Nous pouvons alors supposer 
qu’une augmentation du taux d’Epo ne ferait qu’augmenter la production d’érythrocytes déficients, 
sans améliorer leur qualité.  
D’autre part, l’Epo n’est pas le seul facteur ayant un effet positif sur l’érythropoïèse. Les 
glucocorticoïdes (Golde et al., 1976) et les œstrogènes (Singer and Adamson, 1976) font partie des 
premiers facteurs utilisés pour stimuler l’érythropoïèse in vitro. Récemment, Coulon et coll. ont 
identifié l’IgA1 polymérique (pIgA1) comme un nouveau facteur stimulant l’érythropoïèse (Coulon et 
al., 2011). Les auteurs montrent que la pIgA1 améliore la réponse à une dose sous-optimale d’Epo. 
Elle régule positivement l’érythropoïèse en agissant avec l’holotransferrine via le récepteur à la 
transferrine. Concernant l’IGF-1, son implication dans l’érythropoïèse est déjà connue depuis de 
nombreuses années. In vitro, l’IGF-1 est utilisé pour la culture des progéniteurs érythroïdes et est 
capable, à de fortes concentrations, de remplacer l’Epo pour la formation de BFU-e (Correa and 
Axelrad, 1991). Il a été montré que l’IGF-1 agit en synergie avec l’Epo pour promouvoir la maturation 
au cours des derniers stades de l’érythropoïèse, en augmentant la synthèse de l’hème et en induisant 
la condensation nucléaire et l’énucléation (Muta et al., 1994). De plus, il est également utilisé pour la 
production d’érythrocytes humains ex vivo à visée thérapeutique (pour revue : Migliaccio et al., 
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2012). L’équipe de Douay notamment  a mis au point des protocoles utilisant l’IGF-1 et permettant 
l’obtention d’érythrocytes matures in vitro (90-100% d’énucléation, des caractéristiques 
morphologiques classiques, une expression enzymatique normale et une déformabilité membranaire 
normale) (Douay and Andreu, 2007). In vivo, les progéniteurs érythroïdes de patients atteints de 
Polyglobulie de Vaquez présentent une hypersensibilité à l’IGF-1 (Correa et al., 1994) et une 
hyperactivation du récepteur à l’IGF-1 (Mirza et al., 1995). Récemment, un taux faible d’IGF-1 
plasmatique a été associé à des anémies (Succurro et al., 2011). 
Par ailleurs, l’implication de l’IGF-1 chez les souris gata-1-S310A est cohérente avec nos 
observations. En effet, nous avons observé un défaut d’incorporation du glucose par les globules 
rouges, ainsi qu’une augmentation de l’expression de PPARγ, impliqué dans le transport du glucose, 
dans les foies fœtaux des souris gata-1-S310A. Il n’est donc pas surprenant d’observer l’implication 
d’un facteur de croissance régulant le métabolisme cellulaire tel que l’IGF-1. De plus, l’IGF-1 a été 
directement impliqué dans le transport du glucose (Dimitriadis et al., 2008). Nous pouvons alors 
imaginer que le défaut d’incorporation du glucose soit l’élément déclencheur d’une réponse 
physiologique impliquant l’IGF-1. 
 
L’implication inhabituelle d’un facteur dans un processus cellulaire a déjà été observée dans 
d’autres tissus. On peut citer en exemple le rôle de l’Epo mis en évidence dans la régulation de 
l’homéostasie énergétique (Teng et al., 2011). Des souris exprimant l’Epo-R uniquement dans le tissu 
hématopoïétique deviennent obèses et développent une résistance à l’insuline. Elles présentent une 
diminution de la consommation d’énergie ainsi qu’une augmentation de la masse graisseuse et du 
nombre d’adipocytes. Ainsi, le couple Epo/Epo-R, principal régulateur de l’érythropoïèse, joue 
également un rôle majeur dans la régulation du métabolisme énergétique en contrôlant la 
consommation d’énergie et l’accumulation de masse graisseuse chez la souris. 
 
2.3. Mécanismes moléculaires et cellulaires proposés 
Pour compenser l’absence de phosphorylation de GATA-1 sur la Ser310, l’IGF-1 peut agir soit 
directement sur l’un des acteurs de l’équilibre moléculaire et les fonctions associées (contrôle de la 
prolifération via GATA-1/pRb/E2F et régulation transcriptionnelle via GATA-1/FOG-1), soit par un 
autre mécanisme, extérieur à cet équilibre, dont l’activation permettrait de pallier au déficit 
fonctionnel de GATA-1. En nous basant sur les données de la littérature et les résultats que nous 
avons obtenus, nous pouvons proposer trois hypothèses quant au mécanisme d’action de l’IGF-1 sur 
l’érythropoïèse des souris gata-1-S310A. Ces trois hypothèses sont résumées dans l’illustration 36. 
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Illustration 36 : Hypothèses de mécanismes d’action de l’IGF-1 pour compenser l’absence de phosphorylation de GATA-1 
1) L’IGF-1 agirait sur l’état de phosphorylation global de GATA-1-S310A. 2) L’IGF-1 agirait sur le contrôle de la prolifération 
par le complexe GATA-1-S310A/pRb/E2F. 3) L’IGF-1 agirait sur le métabolisme des progéniteurs érythroïdes. 
 
1) GATA-1 possède 6 autres sites de phosphorylation (Crossley and Orkin, 1994). Parmi ceux-ci, 
la phosphorylation sur la Ser26 par la kinase ERK joue un rôle important dans l’expression des gènes 
de survie Bcl-XL et E4bp4 dans les cellules Ba/F3 (Yu et al., 2005). De plus, les progéniteurs 
médullaires de souris exprimant une protéine GATA-1 mutée sur trois sites de phosphorylation 
(Ser71, Ser142 et Ser310) produisent moins de colonies que les progéniteurs gata-1-S310A et 
contrôles en conditions optimales de culture (Rooke and Orkin, 2006). Cela suggère un effet 
cumulatif de la perte progressive de la phosphorylation de GATA-1. Dans ce cas, la perte d’une 
phosphorylation serait compensée par la phosphorylation des autres sites. On peut alors imaginer 
que la signalisation IGF-1 permette une phosphorylation accrue des autres sites de GATA-1 
notamment via les MAPK qui ciblent les Ser26 et 178. Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait tout 
d’abord évaluer l’état de phosphorylation de tous les sites de GATA-1 dans les progéniteurs 
érythroïdes avant et après traitement au PPP. Puis, l’expression d’une protéine GATA-1 mutée sur 
tous les sites de phosphorylation dans un modèle de souris Knock-In permettrait de déterminer s’il 
existe ou non un effet cumulatif de la perte progressive de la phosphorylation. 
2) L’IGF-1 pourrait également agir sur le contrôle de la prolifération cellulaire par GATA-1-
S310A/pRb/E2F. Dans un contexte gata-1-S310A, l’affinité de GATA-1-S310A pour FOG-1 est réduite, 
la quantité de complexes GATA-1-S310A/pRb/E2F doit donc être importante. Dans ce cas, le blocage 
de la prolifération est également plus important que dans un contexte normal. L’IGF-1 est un facteur 
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de croissance qui stimule la prolifération cellulaire. Dans les progéniteurs mégacaryocytaires fœtaux, 
Klusmann et coll. ont montré que la voie mitogénique IGF-1/PI3K/Akt/mTOR stimule la prolifération 
cellulaire en activant les cibles des facteurs de transcription E2F et que GATA-1 restreint cette 
stimulation en interagissant avec E2F. Dans les progéniteurs DS-AMKL, l’expression de la forme 
courte GATA-1s incapable d’interagir avec pRb/E2F, ainsi que la suractivation de la voie IGF-1 (peut-
être due au contexte de trisomie 21), conduisent à la prolifération aberrante des progéniteurs et au 
phénotype leucémique observé (Klusmann et al., 2010). On peut alors imaginer que, dans un 
contexte gata-1-S310A où la prolifération est bloquée par un excès de complexes GATA-1-
S310A/pRb/E2F, l’activation de la voie IGF-1 permette de contrer cet effet en activant les facteurs de 
transcription E2F. Toutefois, nous pouvons d’ores et déjà exclure l’implication de la voie 
PI3K/Akt/mTOR puisque la rapamycine (inhibiteur de mTOR) n’a pas d’effet sur l’érythropoïèse des 
souris gata-1-S310A (données non montrées). On peut également supposer que l’IGF-1 stimule la 
progression du cycle cellulaire directement par la dissociation du complexe GATA-1-S310A/pRb/E2F. 
GATA-1-S310A et E2F interagissent avec la forme hypophosphorylée de pRb. La signalisation IGF-1 
pourrait conduire à la phosphorylation de pRb, et permettre ainsi la libération d’E2F et la reprise du 
cycle cellulaire. Une étude récente montre que la cycline D3 joue un rôle important dans la 
régulation du cycle cellulaire au cours de l’érythropoïèse terminale. En effet, elle régule le nombre de 
divisions cellulaires, contrôlant ainsi la taille et le nombre d’érythrocytes produits (Sankaran et al., 
2012b). On sait que la cycline D3, en combinaison avec cdk4, phosphoryle pRb pour permettre la 
progression du cycle cellulaire (Kato et al., 1993). Il est possible que, dans les progéniteurs 
érythroïdes gata-1-S310A, la voie IGF-1 phosphoryle pRb via la cycline D3. Plusieurs travaux ont 
d’ailleurs mis en évidence l’augmentation de l’expression des cyclines D en réponse à l’IGF-1 dans 
différents tissus. Dans les précurseurs embryonnaires du cortex cérébral, l’IGF-1 induit 
l’augmentation de la quantité de cycline D1 et D3 via la voie PI3K/Akt (Mairet-Coello et al., 2009). 
Dans les cellules épithéliales, les cyclines D1, D2 et D3 sont augmentées en réponse à la signalisation 
IGF-1/MAPK (Li et al., 2007). Par ailleurs, la phosphorylation de pRb en réponse à l’IGF-1 permettrait 
également la libération de GATA-1-S310A, augmentant ainsi la probabilité de former des complexes 
avec FOG-1. 
3) L’action de l’IGF-1 sur l’érythropoïèse des souris gata-1-S310A peut aussi être extérieure à 
l’équilibre moléculaire impliquant GATA-1, FOG-1 et pRb. Nous avons montré que les globules rouges 
des souris gata-1-S310A présentaient une déficience de l’incorporation du glucose et une diminution 
de l’expression de GLUT-4 à la membrane. De plus, en absence de signalisation IGF-1, les globules 
rouges gata-1-S310A présentent une morphologie altérée (échinocyte) retrouvée chez des patients 
porteurs d’une mutation du transporteur de glucose GLUT-1 (Weber et al., 2008). L’absence de 
phosphorylation de GATA-1-S310A semble altérer le transport du glucose. Plusieurs études ont 
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montré que l’IGF-1 facilite le transport du glucose en augmentant l’activité du transporteur (Olianas 
et al., 2011), ou son recrutement à la membrane (Dimitriadis et al., 2008). Nous pouvons alors 
supposer que la suractivation de la signalisation IGF-1 permette d’améliorer l’incorporation du 
glucose par les progéniteurs érythroïdes. Un élément supplémentaire en faveur de cette hypothèse 
est l’augmentation de l’expression de PPARγ que nous avons observé dans les foies fœtaux gata-1-
S310A. En effet, PPARγ a été impliqué dans le métabolisme du glucose. Des agonistes de PPARγ 
(Thiazolidinediones) sont utilisés comme traitement antidiabétique car ils augmentent la sensibilité 
des cellules à l’insuline (pour revue : Mudaliar and Henry, 2001). Et plusieurs études ont montré 
l’implication de PPARγ dans la stimulation de l’incorporation du glucose (Picard and Auwerx, 2002; 
Liao et al., 2007). Bien qu’une activation de PPARγ par l’IGF-1 ne soit pas encore connue, plusieurs 
connexions entre PPARγ et la signalisation IGF-1 ont été montrées (pour revue : Belfiore et al., 2009). 
Nous pouvons alors faire l’hypothèse que l’activation de la voie IGF-1 faciliterait l’incorporation du 
glucose dans les progéniteurs érythroïdes via l’augmentation de PPARγ. La mesure de l’incorporation 
du glucose par les progéniteurs érythroïdes avant et après traitement au PPP permettrait de 
déterminer si l’IGF-1 influe sur ce phénomène. D’autre part, l’utilisation d’antagonistes de PPARγ 
apporterait des éléments pour définir le rôle de PPARγ dans l’érythropoïèse des souris gata-1-S310A. 
 
Une autre hypothèse serait que l’IGF-1 compense l’absence de phosphorylation de GATA-1 via un 
autre facteur de transcription érythroïde. L’Erythroid Krüppel-Like Factor (EKLF ou KLF1) serait alors 
un bon candidat. En effet, EKLF est un facteur de transcription essentiel à l’érythropoïèse. Son 
invalidation entraîne une anémie létale embryonnaire chez la souris (Nuez et al., 1995). De plus, 
comme GATA-1, il contrôle la plupart des processus régulant la différenciation érythroïde terminale 
(pour revue : Tallack and Perkins, 2010). Il régule en effet de nombreux gènes érythroïdes qui sont 
également des cibles de GATA-1 comme les gènes de globines, les gènes des enzymes de la 
biosynthèse de l’hème (Alas2, PBGD), des gènes de transporteurs mitochondriaux (ABC-me), des 
gènes anti-apoptotiques (Bcl-X). Surtout, il a été impliqué dans le maintien de l’intégrité 
membranaire et la régulation des gènes codant pour les protéines de la membrane du globule rouge 
(Drissen et al., 2005; Nilson et al., 2006) qui semblent les premiers affectés par l’absence de 
phosphorylation de GATA-1 dans notre modèle murin en absence de compensation par l’IGF-1. Ces 
éléments en font donc un bon candidat pour la compensation d’une déficience transcriptionnelle de 
GATA-1. De plus, au cours de l’érythropoïèse terminale, EKLF contrôle également la progression du 
cycle cellulaire via les facteurs E2F. En effet, le défaut de différenciation érythroïde terminale 
observé chez les souris EKLF-/- est associé à une perturbation du cycle cellulaire et une diminution de 
l’expression d’E2F2 (Pilon et al., 2008). Et une autre étude a montré que EKLF contrôle l’entrée en 
phase S des progéniteurs érythroïdes par la régulation directe de l’expression d’E2F2 (Tallack et al., 
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2009). Ainsi, dans un contexte gata-1-S310A où l’excès de complexes GATA-1-S310A/pRb/E2F 
bloquerait la progression du cycle, l’activation d’EKLF pourrait également stimuler la progression du 
cycle via la régulation d’E2F2. 
A ce jour, aucun lien direct n’a été mis en évidence entre l’IGF-1 et le facteur EKLF. Cependant, il a 
été montré que l’IGF-1 stimule l’expression d’un autre membre de la famille des KLF, le facteur de 
transcription KLF6, dans la lignée cancéreuse colorectale humaine HCT116 (Bentov et al., 2008). Par 
ailleurs, il est possible d’établir un lien indirect entre l’IGF-1 et l’activation d’EKLF via la Caséine 
Kinase II. En effet, il a été montré, dans des lignées érythroïdes murines (MEL et 32DEpo1), que la 
phosphorylation du facteur EKLF par la Caséine Kinase II (CKII) augmente son activité 
transcriptionnelle (Ouyang et al., 1998). D’autre part, dans une lignée leucémique humaine, 
l’activation de la Caséine Kinase II nécessite la présence d’IGF-1 et de transferrine (Wang et al., 
1995).  
Nous pouvons alors poser l’hypothèse que, chez les souris gata-1-S310A, la suractivation de la 
voie IGF-1 (et la transferrine) permette l’activation du facteur de transcription EKLF via sa 
phosphorylation par la Caséine Kinase II. L’activation d’EKLF permettrait ainsi de pallier aux défauts 
transcriptionnels de GATA-1-S310A, notamment pour la transcription des gènes de membranes. Elle 
permettrait également de compenser l’excès de blocage du cycle cellulaire induit par GATA-1-
S310A/pRb en activant l’expression d’E2F2. Le gène Alas2 étant une cible d’EKLF, l’augmentation de 
son expression que nous avons observée dans les foies fœtaux des souris gata-1-S310A (résultats 
préliminaires) est un premier élément en faveur de cette hypothèse. 
 
Illustration 37 : Modèle hypothétique de compensation de l’absence de phosphorylation de GATA-1 par l’IGF-1 via le 
facteur de transcription érythroïde EKLF 
L’IGF-1 permettrait l’activation du facteur EKLF en induisant sa phosphorylation par la Caséine Kinase (CKII). Le facteur EKLF 
ainsi activé pourrait pallier aux défauts trancriptionnels de GATA-1-S310A en activant la trancription des gènes érythroïdes. 
Il permettrait également de compenser l’excès de blocage de la prolifération en activant la transcription du facteur E2F. 
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Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait évaluer l’activité de la Caséine Kinase II ainsi que 
l’expression et l’état de phosphorylation d’EKLF dans les progéniteurs érythroïdes gata-1-S310A et 
contrôle, avant et après traitement au PPP. Nous pourrions également effectuer des tests 
clonogéniques en présence d’IGF-1 et d’un inhibiteur de la CKII pour voir si la capacité clonogénique 
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1. Culture cellulaire 
1.1. Lignées cellulaires utilisées 
La lignée cellulaire NIH-3T3 est dérivée de fibroblastes embryonnaires de souris. Ce sont des 
cellules adhérentes dont la prolifération est rétro-contrôlée par inhibition de contact : elles arrêtent 
de proliférer à confluence. Ces cellules n’expriment ni GATA-1 ni FOG-1 et seront utilisées pour 
l’expression de protéines exogènes. 
La lignée cellulaire 293-T dérive de la lignée HEK-293, établie à partir de cellules embryonnaires 
de rein humain immortalisées (Human Embryonic Kidney). Ce sont des cellules adhérentes qui 
expriment l’antigène T du virus SV40, et ont un fort potentiel de transfectabilité. Elles seront utilisées 
pour l’expression de protéines exogènes. 
La lignée 293-EBNA, également dérivée des HEK-293, exprime l’Epstein-Barr virus Nuclear Antigen 
1, permettant l’amplification de plasmides contenant l’origine de réplication virale de l’EBV. Ces 
cellules seront utilisées uniquement pour la production de surnageants rétroviraux. 
La lignée cellulaire UT-7 provient de la moelle osseuse d’un patient atteint de leucémie 
mégacaryoblastique aiguë. Ces cellules nécessitent la présence de GM-CSF, d’IL3 ou d’Epo pour 
survivre (Komatsu et al., 1991). Ici, nous utilisons la lignée UT-7/Epo, dérivée de la lignée d’origine 
UT-7, strictement dépendante de l’Epo (Komatsu et al., 1993). Les cellules UT-7/Epo sont engagées 
dans le lignage érythroïde. Elles expriment fortement l’Epo-R à leur surface de manière endogène, 
ainsi que les protéines GATA-1 et FOG-1. Les cellules UT-7/Epo seront utilisées pour étudier la 
phosphorylation endogène de GATA-1. 
La lignée G1E (GATA-1- Erythroid) dérive de cellules souches embryonnaires (cellules ES) murines 
invalidées pour le gène gata-1 (Weiss et al., 1997). Ces cellules sont engagées dans le lignage 
érythroïde, mais l’absence de GATA-1 les empêche de poursuivre correctement leur maturation. Elles 
sont bloquées au stade proérythroblaste et sont de phénotype c-Kit+/Ter119-. L’expression de GATA-
1 dans ces cellules permet de restaurer la différenciation érythroïde jusqu’au stade érythroblaste 
acidophile.  
La lignée G1E-ER est un sous-clone de la lignée G1E exprimant stablement une protéine GATA-1 
fusionnée au domaine de liaison (Ligand Binding Domain) du récepteur aux œstrogènes (Estrogen 
Receptor – ER) notée GATA-1-ER (Tsang et al., 1997; Gregory et al., 1999). Cette protéine est 
exprimée de manière constitutive mais reste inactive en absence d’œstrogènes. Les cellules G1E-ER 
sont donc également bloquées au stade proérythroblaste. La présence d’œstrogènes dans le milieu 
de culture permet l’activation de la protéine GATA-1-ER et la reprise de la maturation érythroïde. 
Les cellules G1E et G1E-ER seront utilisées pour l’étude de la différenciation érythroïde in vitro. 
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1.2. Entretien des lignées cellulaires 
Toutes les lignées sont maintenues à 37°C en atmosphère humide à 5% de CO2. 
Les cellules NIH-3T3, 293-T et 293-EBNA sont cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium, PAA) complémenté par 10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF, PAA), des antibiotiques 
(pénicilline 100 U/mL, streptomycine 100 µg/mL, PAA) et de la L-Glutamine (2mM, PAA). Elles sont 
décollées par une solution de Trypsine-EDTA (PAA) et diluées deux fois par semaine, avant 
confluence. 
Les cellules UT-7/Epo sont cultivées en milieu α-MEM (α-Modified Minimal Essential Medium, 
PAA) complémenté par 10% de SVF (PAA), des antibiotiques (pénicilline 100 U/mL, streptomycine 
100 µg/mL, PAA) et de la L-Glutamine (2mM, PAA), en présence de 2U/mL d’Epo recombinante 
humaine (1x105 U/mg, Roche Molecular Biochemicals). Elles sont diluées deux fois par semaine. 
Les cellules G1E et G1E-ER sont cultivées en milieu IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium – 
PAA) complémenté par 20% de SVF (PAA), des antibiotiques (pénicilline 100 U/mL, streptomycine 
100 µg/mL, PAA) et de la L-Glutamine (2mM, PAA), en présence de 2U/mL d’Epo recombinante 
humaine (1x105 U/mg, Roche Molecular Biochemicals), 8% de milieu conditionné contenant du SCF, 
et 6,2µL de monothioglycérol (MTG, Sigma). 
La numération des cellules s’effectue dans une lame à numération (Kova slide, Hycor) par la 
technique d’exclusion au bleu Trypan. 20µL de bleu Trypan (0,16% bleu Trypan ; 150mM NaCl) sont 
ajoutés à 20µL de suspension cellulaire. Les cellules nécrotiques ou apoptotiques sont perméables et 
colorées en bleu. 
 
1.3. Mise au repos / stimulation des cellules 
1.3.1. UT-7/Epo 
Les cellules sont diluées la veille afin d’être en phase exponentielle de croissance le jour de la 
déprivation. Lors de la mise au repos, les cellules sont centrifugées (1200 rpm, 10 min), lavées trois 
fois avec du PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, PAA), puis resuspendues dans du milieu de 
déprivation (milieu IMDM, PAA ; BSA 1% ; L-Glutamine 2mM ; pénicilline 100U/mL ; 
streptomycine 100µg/mL ; holotransferrine humaine 10µg/mL) et incubées à 37°C pendant 16h. 
Sauf indication contraire, les cellules sont stimulées par 10U/mL d’Epo pendant 10 min à 37°C. Du 
PBS froid, additionné d’inhibiteurs de Sérine/Thréonine phosphatases (β-glycérophosphate 25mM, 
pyrophosphate de sodium 1mM, NaF 20mM), est alors ajouté pour arrêter la réaction tout en 
maintenant le taux de phosphorylation des protéines. 
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1.3.2. NIH-3T3 
Les cellules NIH-3T3 sont cultivées en milieu appauvri pendant 24h (DMEM + 0,5% SVF). 
Elles sont ensuite stimulées par 50ng/mL de PDGF pendant 30 min à 37°C. Le milieu est retiré et 
du PBS froid, additionné d’inhibiteurs de Sérine/Thréonine phosphatases (β-glycérophosphate 
25mM, pyrophosphate de sodium 1mM, NaF 20mM), est alors ajouté pour arrêter la réaction. 
 
1.4. Induction de la différenciation érythroïde dans les G1E-ER 
Les cellules G1E-ER sont diluées la veille afin d’être en phase exponentielle de croissance le jour 
de l’induction. Lors de l’induction, les cellules sont mises en culture à 105 cellules/mL, en présence de 
β-œstradiol (Sigma) à 10-7M, jusqu’à 72h. 
 
1.5. Mesure de la prolifération cellulaire  
La prolifération cellulaire est mesurée par un test fluorimétrique à l’UptiBlue (Uptima, Interchim). 
L’Uptiblue est un indicateur d’oxydoréduction qui traduit une activité métabolique par un 
changement de couleur et l’émission d’un signal fluorescent. L’intensité du signal est proportionnelle 
au nombre de cellules vivantes. Les cellules NIH-3T3 sont ensemencées la veille à 104 cellules/puits 
dans une plaque 24 puits noire. 50µL d’UptiBlue sont ajoutés au milieu. Après 3h d’incubation à 37°C, 
la fluorescence émise est mesurée à 590nm par excitation à 560nm (Mithras, Berthold). 
 
1.6. Mesure de la différenciation érythroïde – coloration benzidine 
La coloration benzidine permet d’estimer le nombre de cellules hémoglobinisées qui apparaissent 
en bleu par coloration de l’hémoglobine. L’hémoglobine produite par les cellules en cours de 
différenciation décompose l’eau oxygénée et libère de l’oxygène moléculaire qui oxyde la benzidine. 
La benzidine oxydée prend alors une coloration bleue visible au microscope optique. 10µL d’un 
mélange benzidine/H2O2 (solution de benzidine à 0,4% dans 12% d’acide acétique/10% H2O2 à 30% 
réalisée extemporanément) sont ajoutés à 100µL de suspension cellulaire. Après 2 min, les cellules 
colorées en bleu sont alors dénombrées dans une lame à numération (Kova Slide, Hycor). Le taux de 
différenciation est exprimé en pourcentage de cellules hémoglobinisées par rapport au nombre de 
cellules total. 
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1.7. Mesure de l’activité Luciférase 
L’activité luciférase est mesurée à l’aide du kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System 
(Promega). Ce kit permet la mesure consécutive de l’activité luciférase d’intérêt (Firefly-Luciferase) et 
de l’activité luciférase interne (Renilla-Luciferase). Les mesures sont effectuées à l’aide d’un 
luminomètre (Mithras – Berthold) avec un temps de lecture de 20 secondes. L’activité F-Luciférase 
est mesurée par ajout de 20µL de lysat cellulaire à 70µL de tampon contenant le substrat de la F-
Luciférase. L’activité R-Luciférase est ensuite mesurée par addition au mélange précédent de 70µL de 
tampon Stop&Glo contenant le second substrat. 
 
2. Cytométrie  
2.1. Marquage extracellulaire 
Les cellules sont lavées avec du PBS/SVF-1% puis centrifugées (1200 rpm, 10 min). 105 cellules 
sont incubées 20 min à 4°C avec 100µL de solution d’anticorps (PBS/SVF-1%/Ac). Une fois marquées, 
les cellules sont à nouveau lavées avec du PBS/SVF-1%. Un marqueur de viabilité cellulaire (Sytox-
Blue ou 7-AAD) est ajouté à la suspension. Les cellules sont conservées à 4°C à l’abri de la lumière 
avant lecture au cytomètre de flux.  
 
Anticorps Fluorochrome Caractéristiques Référence Utilisation 
c-Kit (CD117) APC 
IgG2b,κ de rat anti-
CD117 murin 
553356 – BD Pharmingen 1/500 
Ter119 PE 
IgG2b,κ de rat anti-
Ter119 murin 
553673 – BD Pharmingen 1/200 
CD71 FITC 
IgG1,κ de rat anti-CD71 
murin 
553266 – BD Pharmingen 1/1000 
Isotype contrôle APC IgG2b,κ de rat 553991 – BD Pharmingen 1/500 
Isotype contrôle PE IgG2b,κ de rat 553989 – BD Pharmingen 1/200 
Isotype contrôle FITC IgG1,κ de rat 553924 – BD Pharmingen 1/1000 
 
2.2. Analyse au cytomètre de flux 
L’acquisition s’effectue sur le cytomètre de flux BD FACSCantoTM II à l’aide du logiciel BD 
FACSDivaTM software (BD Biosciences). Lors de l’analyse, les doublets sont éliminés en sélectionnant 
les singulets grâce aux paramètres FSC-H et FSC-A. Puis, les cellules négatives pour le marqueur de 
mortalité Sytox-Blue (ou 7-AAD) sont sélectionnées et analysées pour les marqueurs d’intérêt. La 
Figure 66 montre un exemple d’analyse de cellules de foie fœtal avec les marqueurs CD71/Ter119. 
 




Figure 66 : Exemple d’analyse de cellules de foie fœtal au cytomètre de flux (FACSCanto
TM
 II – BD Biosciences) 
 
 
3. Expression de protéines exogènes 
3.1. Plasmides utilisés 
Plasmide Protéine GFP Rétrovirus 
MigR - + + 
MigR-gata-1-WT GATA-1-WT : sauvage + + 
MigR-gata-1-S310A GATA-1-S310A : non phosphorylable + + 
MigR-gata-1-S310D GATA-1-S310D : mime une phosphorylation constitutive + + 
MigR-gata-1-V205G GATA-1-V205G : n’interagit pas avec FOG-1 + + 
MigR-gata-1-V205G-S310A GATA-1-V205G-S310A + + 
MigR-gata-1-V205G-S310D GATA-1-V205G-S310D + + 
RSV-Fog-1 FOG-1 - - 
RSV-Fog-1-S706R FOG-1-S706R : interagit avec GATA-1-V205G - - 
MigR-Fog-1 FOG-1 + + 
 
3.2. Transfection transitoire 
La lipofectamine (Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent) (0,3 µL/cm² de surface de culture) 
est mélangée au milieu Opti-MEM (10 µL/cm²) et incubée 5 minutes à température ambiante (TA). 
Puis l’ADN (0,1 µg/cm²) est ajouté au mélange. Le tout est laissé 30 mn à TA. La solution 
« ADN/Lipofectamine/Opti-MEM » est alors ajoutée goutte à goutte aux cellules ensemencées la 
veille (50% de confluence) qui sont ensuite remises à incuber à 37°C. Les cellules sont lysées 48h 
après transfection. 
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3.3. Transduction rétrovirale 
Les plasmides MigR (MSCV-IRES-GFP-Retrovirus) sont utilisés pour la production de vecteurs 
rétroviraux.  
3.3.1. Production de surnageants rétroviraux 
Les cellules 293-EBNA sont utilisées comme cellules « d’empaquetage » pour la production de 
vecteurs rétroviraux. Elles sont tout d’abord transfectées, selon le protocole décrit plus haut, avec les 
vecteurs suivants :  
- Gag-pol : codant la protéine de capside virale Gag, et la reverse transcriptase Pol 
- VSV-G : codant la protéine Vesicular Stomatitis Virus G d’enveloppe virale 
- le vecteur d’intérêt (MigR) dont la séquence sera incorporée dans la particule virale. 
Le milieu est changé 24h après la transfection. 48h et 72h après transfection, le surnageant 
contenant les particules virales est récolté, filtré sur membrane de 0,45µm pour éliminer les débris 
cellulaires, puis concentré par ultracentrifugation (22000 rpm, 1h30, 4°C). Le culot de particules 
virales est alors resuspendu dans du PBS, aliquoté et conservé à -80°C. 
3.3.2. Transduction des NIH-3T3 
Les NIH-3T3 sont ensemencées à 105 cellules/puits (plaque 6 puits) à J-1. A J0, le surnageant viral 
est ajouté au milieu de culture. 48 heures après transduction (J2), le pourcentage de cellules 
transduites (GFP-positives) est évalué par cytométrie de flux.  
3.3.3. Transduction des G1E/G1E-ER 
Les cellules sont ensemencées à J0 à 5.105 cellules/mL dans 200µL de milieu et mises en présence 
de surnageant viral pendant 4h à 37°C. Elles sont alors diluées à 2.105 cellules/mL. A J1, elles sont à 
nouveau diluées. Le pourcentage de transduction est évalué à J2 par cytométrie de flux (cellules GFP-
positives). 
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4. Biochimie 
4.1. Extraction protéique et dosage 
4.1.1. Préparation d’extraits cellulaires 
Les cellules en suspension sont centrifugées (1200 rpm, 10 min), puis lavées avec du PBS. Les 
cellules adhérentes sont décollées manuellement, reprises dans du PBS puis centrifugées. Le 
traitement est ensuite identique pour les deux types cellulaires. 
Le culot cellulaire est resuspendu dans du tampon A (HEPES - 20mM ; MgCl2 - 3mM ; KCl - 10mM ; 
Glycérol bidistillé - 5% ; NP40 - 0,5% ; inhibiteurs de protéases ; inhibiteurs de phosphatases (NaF - 
20mM ; βglycérophosphate - 25mM ; Pyrophosphate de Sodium - 1mM)), incubé 5 min sur la glace, 
puis centrifugé (10 000 rpm, 2 min, 4°C). Le surnageant est récupéré dans un nouveau tube : c’est la 
fraction cytoplasmique. Le culot est repris dans du tampon B (tampon A ; KCl – 300mM), incubé 30 
min sur la glace en vortexant régulièrement. Après centrifugation (14 000 rpm, 30 min, 4°C), le 
surnageant est récupéré : c’est la fraction nucléaire. Le culot insoluble contient la chromatine et les 
protéines insolubles associées. Les trois extraits obtenus (fractions cytoplasmique, nucléaire et culot) 
sont conservés à -20°C. 
4.1.2. Extraction des protéines membranaires des globules rouges 
Les globules rouges sont lysés par choc osmotique dans une solution hypotonique. Après 
centrifugation (14000 rpm), le surnageant renferme le contenu cytoplasmique tandis que le culot 
contient les protéines membranaires. 
4.1.3. Dosage protéique 
La quantité de protéines dans les extraits est déterminée par dosage colorimétrique à l’acide 
bicinchoninique (BCA Protein Assay – Pierce). En milieu alcalin, les protéines réduisent les ions Cu2+ 
en ions Cu+. Ces derniers forment avec l’acide bicinchoninique (BCA) un complexe coloré qui absorbe 
la lumière à 562 nm (violet). L’apparition de ce complexe est donc proportionnelle à la quantité de 
protéines présente dans l’extrait. 
 
4.2. Immunoprécipitation 
Les extraits nucléaires (500 µg de protéines) sont incubés avec 1 µg d’anticorps à 4°C, sous 
agitation, sur la nuit. Les billes de sépharose couplées à la protéine G sont pré-incubées avec 0,2% de 
BSA pendant 30 min pour saturer les sites aspécifiques, puis sont ajoutées au mix extraits+Ac et 
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incubées 30 min à 4°C sous agitation. Après centrifugation, le surnageant contenant tout ce qui ne 
s’est pas lié aux billes, est récupéré. Puis, les billes sont lavées quatre fois avec du tampon A 
(composition en  § 4.1.1.) et les complexes « protéine G/Ac/protéine d’intérêt » sont récupérés. Les 
échantillons sont conservés à -20°C. 
 
4.3. Western blot 
Les échantillons (extraits cellulaires, produits d’IP) sont dénaturés par chauffage (95°C, 5 min) 
dans du tampon Laemmli (Tris/HCl pH6,8 – 62,5mM ; SDS – 2% ; glycérol – 10% ; DTT – 35mM ; bleu 
de bromophénol), puis déposés sur un gel SDS-PAGE. Des marqueurs de poids moléculaires 
(Prestained Protein Marker, Broad Range, BioLabs) sont également déposés sur chaque gel. La 
séparation des protéines se fait par migration électrophorétique (40 V, TA, 18h). Les protéines sont 
ensuite transférées (100V, 1h, 4°C) sur une membrane de nitrocellulose (Protran, Schleicher&Schuell, 
0,22µm), puis l’efficacité du transfert est visualisée par coloration de la membrane au rouge Ponceau 
(0,2% rouge Ponceau ; 3% TCA). La membrane est ensuite saturée pendant 1h à TA dans une solution 
de TBS-T (Tris Buffer Saline, Interchim - Tween 0,2%) contenant soit 5% de lait écrémé, soit 5 % de 
BSA en fonction de l’anticorps utilisé (voir tableau ci-dessous), puis hybridée dans le même tampon 
avec un anticorps primaire sur la nuit, à 4°C, sous agitation rotative. Après lavages (TBS-T, 5 x 5 min, 
TA), la membrane est incubée avec l’anticorps secondaire couplé à l’HRP (Horseradish Peroxidase) 
(1h, TA, agitation), puis lavée à nouveau (TBS-T, 5 x 15 min, TA). Le couplage de l’anticorps 
secondaire permet une révélation de la membrane par chimiluminescence (AmershamTM ECL Plus 
Western Blotting Detection System – GE Healthcare). Les signaux obtenus peuvent être quantifiés à 
l’aide du logiciel ImageJ. 
La membrane peut être ré-hybridée avec un autre anticorps primaire après déshybridation (acide 
acétique 1%, 15 min, agitation), lavage, et saturation. 
 
4.4. Visualisation des protéines membranaires du globule rouge 
Les culots des globules rouges lysés contenant les protéines membranaires sont dénaturés dans 
du tampon Laemmli (composition en § 4.3.) puis déposés sur gel SDS-PAGE 10%. La migration 
s’effectue à 40V, TA, sur la nuit. Les protéines sont révélées par une coloration du gel au bleu de 
Coomassie (0,1% Bleu de Coomassie G250 ; 10% acide acétique glacial ; 40% méthanol). Le gel est 
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ensuite décoloré (10% acide acétique ; 20% méthanol) puis fixé (10% acide acétique glacial ; 5% 
glycérol). 
 
4.5. Anticorps utilisés 
Anticorps 
Primaires 
Caractéristiques Références Utilisation 
GATA-1 (N1) 
Anticorps monoclonal de rat dirigé contre la 
partie N-terminale de la protéine GATA-1 
murine. 
sc-266 – Santa Cruz 
Biotechnology 
WB : 0,2 µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
GATA-1 (Sigma) 
Anticorps de lapin dirigé contre les acides 
aminés 394-413 (C-terminal) de la protéine 
GATA-1 humaine 
G 0290 – Sigma 
WB : 0,2 µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
GATA-1 (H200) 
Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre 
les acides aminés 1-200 de la protéine 
GATA-1 humaine. 
sc-13053 – Santa 
Cruz Biotechnology 





Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre 
une courte séquence d’acides aminés 
contenant la Ser310 phosphorylée de la 
protéine GATA-1 humaine. 
sc-101687 – Santa 
Cruz Biotechnology 
WB : 0,2 µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
IP : 1 µg/500 µg de 
protéines 
FOG-1 (M-20) 
Anticorps polyclonal de chèvre dirigé contre 
la partie N-terminale de la protéine FOG-1 
murine. 
sc-9361 – Santa 
Cruz Biotechnology 
WB : 0,2 µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
pRb 
Anticorps monoclonal de souris dirigé 
contre les acides aminés 332-344 de la 
protéine pRb humaine. 
554136 – BD 
Pharmingen 
WB : 1µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
Akt1/2/3 (H-136) 
Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre 
les acides aminés 345-480 d’Akt1/2 
humaine. 
sc-8312 – Santa 
Cruz Biotechnology 




Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre 
un peptide phosphorylé comprenant la 
Ser473 de la protéine Akt murine. 
#9271 – Cell 
Signaling 
Technology 
WB : 0,1 µg/mL 
TBS-T-BSA 5% 
FOXO3A 
Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre 
la protéine FKHRL1/FOXO3A humaine. 
#07-702 – Millipore 
WB : 1 µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
GLUT-4 
Anticorps monoclonal de souris dirigé 
contre la partie C-terminale du transporteur 
de glucose humain GLUT-4 
ab65267 – Abcam 




Anticorps polyclonal de lapin dirigé la partie 
C-terminale de la protéine B23 humaine. 
sc-6013-R – Santa 
Cruz Biotechnology 
WB : 0,2 µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
IP : 1 µg/500 µg  
Actine 
Anticorps monoclonal de souris dirigé 
contre l’actine de poulet. Reconnaît un 
épitope situé dans la partie N-terminale 
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Anticorps 
Secondaires 
Caractéristiques Références Utilisation 
Anti-souris 
IgG de chèvre dirigées contre des IgG de 
souris et conjuguées à l’HRP 
115-035-006 – Jackson 
ImmunoResearch 
WB : 0,1µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
Anti-lapin 
IgG de chèvre dirigées contre des IgG de 
lapin et conjuguées à l’HRP 
111-035-006 – Jackson 
ImmunoResearch 
WB : 0,1µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
Anti-chèvre 
IgG de lapin dirigées contre des IgG de 
chèvre et conjuguées à l’HRP 
305-036-006 – Jackson 
ImmunoResearch 
WB : 0,1µg/mL 
TBS-T-lait 5% 
Anti-rat 
IgG de poulet dirigées contre des IgG de 
rat et conjuguées à l’HRP 
sc-2956 – Santa Cruz 
Biotechnology 




Isotype (IP) Caractéristiques Références Utilisation 
Isotype souris IgG de souris 
sc-2025 – Santa Cruz 
Biotechnology 
IP : 1µg/500µg de 
protéines 
Isotype rat IgG de rat 
sc-2026 – Santa Cruz 
Biotechnology 
IP : 1µg/500µg de 
protéines 
Isotype lapin IgG de lapin 
sc-2027 – Santa Cruz 
Biotechnology 
IP : 1µg/500µg de 
protéines 
Isotype chèvre IgG de chèvre 
sc-2028 – Santa Cruz 
Biotechnology 
IP : 1µg/500µg de 
protéines 
 
5. Biologie moléculaire 
5.1. Création des doubles mutants gata-1-V205G-S310A et gata-1-V205G-S310D 
Les plasmides MigR-gata-1-V205G-S310A et MigR-gata-1-V205G-S310D ont été créés par 
mutagenèse dirigée (QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit – Stratagene) à partir des plasmides 
MigR-gata-1-S310A et MigR-gata-1-S310D, à l’aide d’une amorce contenant la mutation V205G. 
Amorce V205G 5’ :  5’-GTGAGGCCAGGGAGTGTGGGAACTGCGGAGCAACAGCC-3’ 
Amorce V205G 3’ :  5’-GCTGTTGCTCCGCAGTTCCCACACTCCCTGGCCTCACA-3’ 
 
5.2. Extraction d’ADNg 
L’ADNg de souris est extrait à partir d’un morceau de queue. L’échantillon est incubé dans 700µL 
de Tail Mix (50mM Tris pH8 ; 100mM EDTA ; 100mM NaCl ; 1% SDS) + 10µL de protéinase K 
(20mg/mL), au moins 2h à 56°C. 10µL supplémentaires de protéinase K sont ajoutés, et le mélange 
est incubé au moins 2h à 56°C. La RNAse est ajoutée au mélange (10µL – 10mg/mL), qui est incubé au 
moins 2h à 37°C. Après centrifugation (10 sec), l’ADN est extrait au phénol/chloroforme : 730µL de 
phénol/chloroforme sont ajoutés, le mélange est agité puis centrifugé 5 min à 13000 rpm. La phase 
aqueuse est récupérée dans un nouveau tube. 210µL d’éthanol 100% sont ajoutés et le mélange est 
vortexé. L’échantillon est transféré dans une colonne (kit NucleoSpin – Macherey-Nagel). Après 
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centrifugation (1 min, 11000g), le surnageant est éliminé. L’ADN retenu dans la colonne est lavé avec 
500µL de tampon BW (centrifugation 1min, 11000g) puis avec 600µL de tampon B5 (centrifugation 
1min, 11000g). La colonne est séchée par une nouvelle centrifugation (1min, 11000g). L’ADN est élué 
deux fois par 40µL de tampon BE préchauffé à 70°C (centrifugation 1min, 11000g). 
 
5.3. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
5µL d’ADNg sont mélangés à 20µL de mix PCR. Le mix PCR contient du MgCl2 (1,5mM – 
Fermentas), de la Taq polymérase (40U/mL – Biolabs), du tampon Taq 10X (Fermentas), une solution 
de dNTP (0,2mM), des amorces 5’ et 3’ à 1µM, et de l’eau RNAse+DNAse free (PAA) qsp 20µL/point. 
Le mélange mix+ADN est alors chauffé 3 min à 94°C pour dénaturer l’ADN. Puis, il subit une phase 
d’amorce soit 5 cycles de dénaturation/hybridation/élongation à 94°C-1min, 60°C-1min, 72°C-30sec. 
La phase d’amplification consiste en 30 cycles : 94°C-30sec, 60°C-30sec, 72°C-30sec. Enfin, 
l’élongation finale est réalisée à 72°C pendant 5 min. La réaction est alors arrêtée à 4°C. 
Pour amplifier la région de l’ADN contenant la mutation gata-1-S310A, les amorces utilisées sont les 
suivantes : 
Amorce 5’ :  5’-AACCGCCCACTGACCATCAGG-3’ 
Amorce 3’ :  5’-TGTACCTTCAAGAACTGAGTGG-3’ 
 
5.4. Extraction ARN 
Les cellules sont resuspendues dans 1mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen) et lysées par pipetages 
répétés. Après incubation (5 min,  20°C) et ajout de 270µL de chloroforme, le mélange est vortexé, 
incubé 15 min à 20°C et centrifugé (12000g, 15 min). La phase aqueuse est prélevée et les ARNs sont 
précipités par addition d’un volume d’isopropanol. Les échantillons sont incubés 10 min à 20°C puis 
centrifugés (12000g, 10 min) et les ARNs sont lavés une fois par addition d’éthanol à 75% (7500g, 5 




Les ARNs subissent un traitement à la DNAse (kit DNAse I Amplification Grade – Invitrogen) afin 
d’éliminer toute trace d’ADN dans la préparation. Pour cela, 20 µL d’ARN sont incubés avec 2,5µL de 
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DNAse I buffer et 1µL de DNAse I pendant 15 min maximum à température ambiante. 1µL d’EDTA 
25mM est ajouté et le mélange est incubé 10 min à 65°C. Les ARNS sont conservés à -80°C. 
Les ARNs sont ensuite soumis à une transcription réverse (RT) à l’aide du kit SuperScript® III First-
Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen). 10µL d’ARN sont incubés 10 min à 70°C, puis 
conservés dans la glace. 10µL de Reaction Mix et 2µL de RT sont ajoutés, et le mélange est incubé 15 
min à 25°C, 45 min à 50°C, 5 min à 85°C et conservé dans la glace. Après centrifugation rapide, 1µL de 
RNAse H est ajouté. Le mélange est incubé 20 min à 37°C. Les ADNc obtenus sont conservés à -20°C. 
La PCR quantitative est réalisé à l’aide du kit qPCR MasterMix Plus dTTP (Eurogentec). Les ADNc 
sont dilués au 1/5e (20µL + 80µL d’H2O), puis 2µL d’ADNc dilué sont mélangés à 23µL de Mix qPCR 
dans chaque puits (plaque 96). Pour un point, le Mix qPCR est composé de 1,25µL de sonde (20X), 
12,5µL de mix PCR 2X (kit qPCR MasterMix Plus dTTP – Eurogentec), et 9,25µL d’H2O. La réaction est 
effectuée dans l’appareil 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) à l’aide du logiciel 7500 
Software (Applied Biosystems). Ce même logiciel est utilisé pour l’analyse des données. 
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6. Lignées murines 
6.1. Etablissement des lignées 
Les souris transgéniques et contrôles nous ont été fournies par les Drs S.H. Orkin (Harvard 
Medical School, Boston) et S. Ghaffari (Mount Sinaï School of Medicine, New York).  Elles sont issues 
d’une lignée congénique établie sur plusieurs générations (> à 12) et ont été obtenues par 
décongélation d’embryons (Figure 67).  
 
 
Figure 67 : Obtention des individus fondateurs par décongélation d’embryons (S.H. Orkin et S. Ghaffari) 
Afin d’obtenir des individus gata-1-S310A et contrôles dans une même portée, les embryons ont été générés par 
croisement d’un mâle sauvage (X
gata-1-WT/Y




) puis congelés. Après 
décongélation,  les embryons ont été transplantés dans une souris « porteuse ». On obtient alors des individus des quatre 
génotypes indiqués. Trois mâles X
gata-1-S310A




 (encerclés) nous ont été envoyés. 
 
GATA-1 étant porté par le chromosome X, il n’était pas possible d’obtenir tous les génotypes dans 
une même portée par le croisement classique de deux individus hétérozygotes. Les embryons ont 
donc été générés par croisement d’une femelle hétérozygote avec un mâle sauvage de la même 
lignée. On obtient alors des mâles gata-1-S310A et sauvages ainsi que des femelles hétérozygotes et 
sauvages après transplantation dans une souris porteuse.  
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Figure 68 : Etablissement de deux lignées consanguines contrôle et gata-1-S310A 
A. Trois mâles X
gata-1-S310A




 (Fondateurs) nous été envoyés au laboratoire. Trois types de 
croisements successifs ont été réalisés afin d’obtenir deux lignées homozygotes de même fond génétique. Croisement 1 : 
les fondateurs sont croisés entre eux. Croisement 2 : les femelles hétérozygotes obtenues sont recroisées avec les mâles 
fondateurs (back-cross). Croisements 3 : les mâles sauvages et les femelles homozygotes gata-1-S310A issus du croisement 
2 sont recroisés (back-cross) avec les fondateurs femelles sauvages et mâles gata-1-S310A respectivement. Les individus 
ainsi obtenus dans chaque croisement sont croisés entre eux afin d’établir deux lignées consanguines : la lignée contrôle 
(gata-1-WT) et la lignée gata-1-S310A. B. Les génotypes sont déterminés par PCR puis séquençage. Le nucléotide ciblé par la 
mutation est entouré (A : allèle sauvage ; C : allèle gata-1-S310A). La flèche indique le pic correspondant. Chez les individus 
hétérozygotes, on observe la superposition de deux pics, indiquant la présence des deux allèles. 
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Trois mâles Xgata-1-S310A/Y et trois femelles Xgata-1-WT/Xgata-1-WT ont été envoyés au laboratoire. Ces six 
individus fondateurs nous ont permis d’établir deux lignées homozygotes : une lignée gata-1-S310A 
et une lignée contrôle (gata-1-WT). Le génotype des fondateurs ne nous ayant pas permis d’obtenir 
ces lignées par croisement direct des fondateurs entre eux, nous avons du effectuer plusieurs 
croisements successifs qui sont résumés dans la Figure 68A. Les fondateurs ont été accouplés entre 
eux (croisement 1) pour obtenir une première génération composée de femelles hétérozygotes et de 
mâles sauvages. Les femelles hétérozygotes ont alors été croisées avec les mâles fondateurs Xgata-1-
S310A/Y (back-cross, croisement 2) de manière à obtenir une génération constituée de quatre 
génotypes différents.  Les génotypes de ces individus ont été déterminés par PCR puis séquençage 
(Figure 68B). Finalement, les femelles homozygotes gata-1-S310A d’une part, et les mâles sauvages 
d’autre part ont été recroisés avec les fondateurs (back-cross, croisements 3) afin de constituer deux 
lignées distinctes de même fond génétique. Les individus ainsi obtenus sont alors croisés entre eux 
afin d’obtenir deux lignées consanguines : la lignée gata-1-S310A et la lignée contrôle (gata-1-WT).  
 
6.2. Entretien des lignées 
Pour chaque accouplement, le mâle est isolé pendant 24h puis mis en présence de la femelle. Six 
semaines après la naissance, les mâles et femelles de la portée sont séparés. 
Pour déterminer le génotype des individus, une extraction d’ADNg est réalisée à partir de l’extrémité 
de la queue. Une PCR est ensuite réalisée afin d’amplifier la séquence contenant le site de la 
mutation gata-1-S310A. Le génotype des individus est déterminé par séquençage des produits de 
PCR par la société Beckman Coulter Genomics à l’aide de l’amorce suivante :  
Amorce gata-1-S310A :   5’-CCCAGCAGAGGTCCAGGAAA-3’ 
 
6.3. Isolement des cellules érythroïdes 
6.3.1. Foies fœtaux 
Les femelles gestantes sont sacrifiées puis les embryons sont récupérés. Le foie de chaque 
embryon est isolé puis dissocié dans 1mL de PBS à l’aide d’une seringue (aiguille de 18G puis de 23G). 
La suspension est filtrée sur une membrane de nylon de 30µm. Les hépatocytes (40µm) sont retenus 
par le filtre, tandis les cellules érythroïdes (20-25µm) sont récupérées dans le filtrat. 
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6.3.2. Moelle 
Les souris sont sacrifiées et les deux fémurs, les deux tibias, les deux humérus ainsi que les deux 
os du bassin sont récupérés. Tous les os récupérés sont alors « flushés » avec du PBS à l’aide d’une 
seringue et d’une aiguille de 23G pour vider la cavité et récupérer les cellules de moelle. La 
suspension cellulaire est filtrée sur membrane de nylon de 30µm pour éliminer les débris osseux. 
6.3.3. Rate 
La rate des souris est récupérée, coupée en morceaux à l’aide d’un scalpel, puis dissociée dans du 
PBS à l’aide d’une seringue et d’une aiguille (18G puis 23G). La suspension cellulaire est filtrée sur 
membrane de nylon de 30µm pour éliminer les amas. 
 
6.4. Analyses clonogéniques 
Les cellules de foies fœtaux, moelle ou rate sont ensemencées dans une méthyl-cellulose 
(MethoCult® M3234 ou M3231 – StemCell Technologies) à 105 cellules/puits (plaque 6 puits). Selon 
les conditions, le milieu est supplémenté par de l’Epo recombinante humaine à 2U/mL sauf autre 
indication (rhEpo – Roche Molecular Biochemicals), du SCF murin à 10ng/mL (mSCF – Peprotech), de 
l’insuline à 10µg/mL (Sigma), de l’IGF-1 à 0,5µg/mL (Increlex®) ou de l’holotransferrine humaine à 
200µg/mL (Sigma). Les colonies BFU-e obtenues sont dénombrées après 14 jours. 
 
6.5. Mesure de la durée de vie des globules rouges in vivo 
Les globules rouges sont marqués in vivo à J0 par la NHS-biotine. Le pourcentage d’érythrocytes 
marqués est mesuré régulièrement. 25 mg de NHS-biotine (N-hydrosuccinimide-biotin – H1759 
Sigma) ont été repris dans 500µL de N,-N,-diméthylacétamide pour obtenir une solution à 50mg/mL. 
Cette solution a été diluée dans du PBS et injectée aux souris à raison de 50mg/kg en intraveineuse 
par voie rétro-orbitale. Des prélèvements sanguins sont réalisés régulièrement après l’injection. Le 
pourcentage de globules rouges biotinylés est calculé en déterminant par cytométrie la fraction de 
cellules Ter119-positives qui sont également positives pour la streptavidine-FITC. A chaque 
prélèvement, la valeur obtenue est rapportée à la valeur mesurée à J0. La durée de vie des globules 
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6.6. Protocole Picropodophylline (PPP) 
Deux cohortes constituées chacune de quatre mâles contrôles et quatre mâles gata-1-S310A, âgés 
de 12 semaines, ont été définies : l’une a été traitée à la Picropodophylline (PPP) à raison de 
10mg/kg/12h pendant 20 jours, tandis que l’autre a reçu du DMSO 5% selon le même protocole. Le 
PPP (Sigma) est repris à 50 mM dans du DMSO puis conservé à -20°C. Avant chaque injection, 90µL 
de PPP sont dilués dans 1,8mL de NaCl 0,9% de manière à obtenir une solution à 1mg/mL. 200µL de 
cette solution sont injectés en intra-péritonéale à chaque individu de la cohorte PPP toutes les 12h 
pendant 20 jours. Pour la cohorte DMSO, 200µL d’une solution saline 5% DMSO sont injectés à 
chaque individu toutes les 12h pendant 20 jours. 
 
6.7. Analyse histologique 
Les organes prélevés (rate et foie) sont immédiatement fixés dans le formol. Après inclusion en 
paraffine, des coupes sont réalisées au microtome et déposées sur lame. Les coupes sont alors 
déparaffinées et réhydratées par une succession de bains (xylène, alcool de 100% à 70%, puis eau), et 
colorées en Hématoxyline/Eosine (HE) ou Perls. Après montage, les lames sont observées au 
microscope optique. 
 
6.8. Incorporation du glucose 
L’incorporation du glucose des globules rouges a été mesurée à l’aide du kit Glucose Uptake Cell-
Based Assay Kit (Cayman Chemical). Le sang est prélevé et lavé 3 fois pour éliminer le sérum. 2.105 ou 
5.105 globules rouges sont mis en culture dans 100µL de milieu RPMI sans glucose. L’apigénine, un 
inhibiteur de l’incorporation du glucose, a été utilisée comme contrôle négatif. Elle est ajoutée ou 
non au milieu de culture à une concentration de 100µM. Puis, un analogue du glucose couplé à un 
fluorochrome (2-deoxy-2-[(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-glucose ou 2-NBD-glucose) est 
ajouté au milieu à une concentration de 100µg/mL. Les cellules sont incubées 30 minutes à 37°C, 
lavées puis la fluorescence (excitation : 485nm ; émission : 535nm) est mesurée par un lecteur de 
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6.9. Dosage de l’IGF-1 sérique 
Le taux d’IGF-1 sérique a été mesuré à l’aide d’un test ELISA (Quantikine® ELISA Mouse/Rat IGF-1 
Immunoassay – R&D Systems). Des prélèvements sanguins ont été réalisés sur des souris contrôles et 
gata-1-S310A mâles âgés de 12 semaines et femelles âgées de 20 semaines. Le sérum a été récupéré 
par centrifugation (2000g, 15 min). Les échantillons sont dilués 500 fois, 100µL sont disposés dans la 
plaque contenant l’anticorps spécifique de l’IGF-1 et incubés 2h à TA sous agitation. Après 5 lavages, 
l’anticorps anti-IGF-1 couplé à l’HRP (100µL) est ajouté dans chaque puits, la plaque est incubée 2h à 
TA sous agitation. Après 5 lavages, 100µL de substrat sont ajoutés. La plaque est incubée 30 min à TA 
à l’abri de la lumière. 100µL de solution Stop sont ajoutés pour arrêter la réaction. La densité optique 
est déterminée dans les 30 min par un lecteur de plaque à 450nm (Mithras, Berthold). 
 
6.10. Transplantation de cellules de moelle 
6.10.1. Isolement et marquage de cellules Lin- par transduction 
Les cellules de moelle d’un mâle contrôle et d’un mâle gata-1-S310A âgés de 12 semaines sont 
récupérées comme indiqué dans le paragraphe 6.3.2. Après centrifugation (300g, 10min), les cellules 
sont reprises dans 5mL de PBE (PBS, BSA 0,5%, EDTA 2mM). 5mL d’ACK (NH4Cl 150mM ; KHCO3 
1mM ; Na2EDTA 0,1mM) sont ajoutés pour lyser les globules rouges. La suspension est incubée 5min 
à TA. Après centrifugation, le surnageant est éliminé et les cellules sont reprises dans 1mL de PBE. 
Les cellules Lin- (Lineage-négatives) sont isolées par tri magnétique à l’aide du kit Lineage Cell 
Depletion Kit – mouse (Miltenyi Biotec). Les cellules ainsi isolées sont mises en culture à 5.104 
cellules/100µL/puits dans une plaque 96 puits à fond rond non traitée dans un milieu IMDM 
contenant des antibiotiques (pénicilline 100U/mL, streptomycine 100µg/mL, PAA), 15% de BIT (BIT 
9500 Serum Substitute – StemCell Technologies), de l’IL-3 murine (20ng/mL – Peprotech), du SCF 
murin (100ng/mL – Peprotech), de l’IL-6 humaine (10ng/mL – Peprotech), de la TPO humaine 
(100ng/mL – Peprotech) et du FLT3-Ligand (100ng/mL – Peprotech). 
24h après la mise en culture, les cellules Lin- contrôles et gata-1-S310A sont transduites en 
présence de Protamine Sulfate (5µg/mL) par les vecteurs lentiviraux ptrip-mnd-gfp ou ptrip-mnd-
mcherry. 
24h après transduction, le taux de transduction (GFP+ ou mCherry+) est évalué par cytométrie. 
Les cellules contrôle-GFP et gata-1-S310A-mCherry sont poolées en quantité équivalente. Les cellules 
contrôle-mCherry et gata-1-S310A-GFP sont poolées en quantité équivalente. 
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6.10.2. Irradiation et transplantation des souris receveuses 
La veille de la transplantation, les 8 mâles contrôle receveurs âgés de 12 semaines subissent deux 
irradiations létales à 3h d’intervalle (2 x 5,5Gy à 1Gy/min) sous anesthésie. Ils seront traités à la 
Néomycine (2g/L dans l’eau) pendant 15 jours. 
Lors de la transplantation, 150.103 cellules Lin- transduites sont injectées à chaque mâle receveur 
en intraveineuse par voie rétro-orbitale selon le protocole suivant : 
- Groupe 1 : cellules Lin- contrôle-GFP + cellules Lin- gata-1-S310A-mCherry 
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